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lado?y? lo? tremendamente?afortunada?que?soy?por?ello.?Por?eso? la?dificultad?de?estas?
líneas,?porque?son?para?ellos,?porque?seguramente?no?serán?suficiente?para?expresar?lo?
agradecida?que?me?siento?y?es?que?sin?ellos?este?trabajo?no?habría?sido?posible.?
En? primer? lugar? quiero? darles? las? gracias? a?mis? directores? de? tesis.? A? Enrique?
Tabarés,?por?abrirme?las?puertas?de?su?laboratorio?y?confiar?en?mí?desde?el?primer?día,?
por? su? dedicación? y? paciencia? infinitas,? por? haberme? transmitido? su? pasión? por? la?
ciencia?y?por?el? laboratorio.?A?Bruno?Sainz,?por?confiar?en?mí?y?animarme?a?perseguir?
aquello? en? lo? que? creo,? por? permitirme? ser? una?más? en? su? laboratorio,? por? estar?
siempre?dispuesto? a? ayudar? y? a?enseñar? y?por? su? generosidad.?A? ambos? gracias?por?
enseñarme?a?ser?mejor?persona?en?el?mundo?de?la?ciencia?y?en?la?vida?y?por?haberme?





gracias? por? darme? fuerzas? durante? estos? últimos? años,? porque? has? sido? una? gran?
compañera?y?me? llevo?una?mejor?amiga,?Sir?Didymus?estaría?muy?orgulloso?my? lady,?
sobre? todo?porque?con?Quique?hemos? formado?un?grupo? redondo,? ¡la?de?partidas?y?
“china?maría”?que?nos?esperan!?A?Sonia,?Mireia,?Laura,?Sandra?y?Marta,?habéis?sido?mi?
segunda?familia?en?la?facultad?y?un?gran?apoyo?siempre.?A?María?Jesús,?Carmen?y?Rafa,?




por? escucharme? y? por? tantos? ratos? compartidos.? A?mi? Rosi,? por? esos? abrazos? tan?
reconfortantes,? Jesús? y? Ros,? por? las? mejores? conversaciones? “de? pasillo”? que? han?
amenizado?estos?años.?A?Toño?y?José?Luis,?por?vuestra?indispensable?ayuda?informática?
y?vuestra?forma?de?ser.?A?David,?Marigel,?Paula,?Mari?Cruz,?Juanjo,?Maica,?Rocío,?Carla?y?
a? todos? los? compañeros? del?Departamento? de?Medicina? Preventiva,? Salud? Pública? y?
Microbiología.?
Al?Dr.?Esteban?Domingo?por?hacerme?un?hueco?en?su?laboratorio?y?a?toda?la?gente?
del? CMBSO,? AnaI,? AnaO,? Celia,? Isabel,? Hector,? Julie,? Ángela? y? Nacho? (¡el? mejor?
compañero? de? congresos!),? gracias? por? acogerme? esos? fantásticos?meses? dentro? y?
fuera? del? laboratorio.? Imposible? olvidarme? de? Eva,? lo? que? unieron? unas? galletas?




A? toda? la? gente? de? Valoralia,? gracias? por? vuestra? confianza? y? por? haberme?
permitido?aprender?y?participar?en?vuestro?proyecto.?Diego,?que?no? te? libras,?gracias?
por?esas?hamburguesas?y?las?tardes?liberadoras?de?cotorreo.?
A?mis? amigos,? por? ser? los?mejores,? por? estar? siempre? ahí? a? pesar? de? las? largas?
ausencias,? especialmente? a?mi? Pili,? gracias? por? escucharme,? comprenderme,? por? las?
risas?y?por? los?bizcochos?en? las?escaleras?con?Guille.?A?Nachete,?a?pesar?de?estar? tan?
lejos?siempre?has?estado?cerca.?Al?grupo?de?Shadowrunners,?no?hay?nada?mejor?para?
despejarse?que?reírse?mucho?y?luchar?contra?las?megacorporaciones,?eso?o?cazar?aliens.?
A?mi? familia,?mis? abuelos? y?mi? tía,? por? quererme? como? soy? y? porque? sé? que?
siempre?podré?contar?con?vosotros.?A?mis?padres,?porque?sin?ellos?no?sería?quien?soy?ni?
habría? llegado? hasta? aquí,? gracias? por? vuestro? apoyo? continuo? e? incondicional,? por?
tantos?desvelos,?por?estar?siempre?a?mi?lado?y?por?todo?lo?que?me?habéis?dado,?todo?lo?






























































en? tratamiento,? siendo? esencial? el? desarrollo? de? nuevos? fármacos? y? estrategias?
terapéuticas?frente?al?cáncer.?Una?de? las? líneas?de? investigación?más?novedosas?en?el?
campo?de?la?oncología?se?centra?en?el?estudio?de?los?virus?oncolíticos?para?combatir?y?
tratar?el?cáncer.?Actualmente? los?estudios?se?centran?principalmente?en?aumentar? la?
selectividad? y? la? eficacia? oncolítica? de? los? virus?mediante?manipulación? genética.? El?
virus? herpes?más? empleado? es? el? herpes? simplex? tipo? 1? (HSV?1),? presenta? ventajas?
sobre?otras?familias?víricas?en?su?capacidad?de? incorporar?grandes? insertos,?existencia?
de?terapias?específicas?anti?HSV,?sin?embargo?también?presenta?un?gran?inconveniente?
al? ser? un? patógeno? humano? ya? que? nunca? podrá? descartarse? su? virulencia.?
Recientemente?se?ha?propuesto?al?virus?de? la?pseudorrabia? (PRV),?perteneciente?a? la?
misma?subfamilia?de?HSV?1?pero?de?origen?animal,?como?vector?para?terapia?oncolítica,?
ya?que?mantiene?las?ventajas?descritas?para?HSV?1?y?suma?otras?nuevas.?
El? presente? trabajo? se? ha? centrado? en? aumentar? la? selectividad? tumoral? y? la?
eficacia?citolítica?de?virus?PRV?recombinantes?controlando?la?transcripción?de?su?único?
gen? inmediatamente? temprano,? IE180,? mediante? promotores? humanos?
preferentemente? activos? en? tejidos? tumorales:? subunidad? catalítica? telomerasa?
transcriptasa? inversa? (hTERT)? y? antígeno? carcinoembrionario? (CEA).? Para? ello,? se? ha?
demostrado?que?ambos?promotores?pueden?sustituir? funcionalmente?el?promotor?de?
la?IE180?en?plásmidos?y?en?virus?PRV?recombinantes?y?se?ha?observado?una?capacidad?
diferencial?de? la? IE180?para?regular?cada?promotor,? llevando?en?el?caso?del?promotor?
del?CEA?a?la?sobre?expresión?de?la?IE180,?lo?que?deriva?en?inducción?de?apoptosis?en?las?
células? infectadas.? Se? ha? observado? que? los? virus? recombinantes? replican?























































 Cancer? is? a? neoplasic? disease? that? causes? transformation? of? cells,? increasing?





drugs?and? therapeutic?strategies?against?cancer.?One?of? the?newest? research? lines? in?
the?field?of?oncology?focuses?on?the?study?of?oncolytic?viruses?to?fight?and?treat?cancer.?
Currently,?the?majority?of?studies?have?focused?mainly?on?increasing?the?selectivity?and?
oncolytic? efficacy? of? viruses? through? genetic?manipulation.? Of? the? oncolytic? viruses?
tested? to? date,? herpes? simplex? type? 1? (HSV?1)? is? the? most? common,? as? it? has?
advantages?over?other?viral?families,?such?as?its?ability?to?incorporate?large?inserts?and?
the?existence?of?specific?anti?HSV?therapies,?however,?it?also?has?a?great?disadvantage?
in? that? it? is?a?human?pathogen? since?and? thus? its?virulence? can?never?be? completed?





recombinant?PRV?viruses? for? tumor?cells?by?controlling? the? transcription?of? its? single?
immediate?early? gene,? IE180,?using?human?promoters?preferentially? active? in? tumor?
tissues:? human? telomerase? reverse? transcriptase? (hTERT)? and? carcinoembryonic?
antigen? (CEA).? To? this? end,? we? demonstrate? that? both? promoters? can? functionally?
replace? the? IE180? promoter? in? plasmids? and? in? recombinant? PRV? viruses,? and? an?
differential?ability?of? IE180? to? regulate?each?promoter?was?observed,? resulting? in? the?
case? of? the? CEA? promoter,? to? the? over?expression? of? IE180? and? the? subsequent?
induction?of? apoptosis? in? infected? cells.?We? also?observed? that? recombinant? viruses?











































































































































5.2?CARACTERIZACIÓN?DE?VIRUS? PRV?RECOMBINANTES?QUE? EXPRESAN? LA?
































5.5? PROPIEDADES? BIOLÓGICAS? DE? VIRUS? PRV? RECOMBINANTES? QUE?






























6.2?CARACTERIZACIÓN?DE?VIRUS? PRV?RECOMBINANTES?QUE? EXPRESAN? LA?



































































































































































































































































? Los? virus? herpes? se? encuentran? ampliamente? distribuidos? en? la? naturaleza? y?
producen? infecciones?en? la?mayoría?de? especies? animales.?Actualmente?hay?más?de?
130? herpesvirus? identificados.?Aunque? difieren? en? las?manifestaciones? clínicas? de? la?
enfermedad?que?originan,?todos?ellos?comparten?una?serie?de?propiedades?biológicas?
(Roizman?y?col.,?2007):?
- Codifican?para?enzimas? involucradas?en?el?metabolismo?del?DNA? (timidina?
kinasa,? timidina? sintetasa)? síntesis? de? DNA? (DNA? polimerasa,? helicasas)? y?
procesamiento?de?proteínas?(proteín?kinasas).?
??






- Son? capaces? de? establecer? latencia? en? su? hospedador? natural.? El?DNA? se?
circulariza? y? se? mantiene? como? episoma? en? el? núcleo? celular? y? solo? se?
expresa?un?pequeño?grupo?de?genes.?
El? orden? Herpesvirales? está? compuesto? por? tres? familias:? Herpesviridae,?




celulares,? destrucción? de? las? células? infectadas? y? capacidad? de? establecer? latencia?
principalmente?en?neuronas?de?los?ganglios?sensoriales?(Enquist?y?col.,?1998).?Contiene?
los?géneros?Simplexvirus,?Varicellovirus,?Mardivirus?e?Iltovirus.?
Los? miembros? de? la? subfamilia? Betaherpesvirinae? poseen? un? rango? de?
hospedador? más? restrictivo,? un? ciclo? replicativo? largo,? una? lenta? progresión? de? la?
infección?en?cultivos?celulares,?las?células?infectadas?sufren?citomegalia?y?capacidad?de?





linforeticulares? o? células? de? riñón? (Roizman? y? col.,? 2007).? Contiene? los? géneros?
Cytomegalovirus,?Muromegalovirus,?y?Roseolovirus.?
Los? miembros? de? la? subfamilia? Gammaherpesvirinae? poseen? un? rango? de?
hospedador?mucho?más?restringido,? limitado?a? la?familia?u?orden?a? los?que?pertenece?
el? hospedador? natural,? infectan? células? linfoblastoides,? siendo? normalmente?






descrita? en? 1902? por? el? veterinario? húngaro? Aládar? Aujeszky,? de? gran? importancia?
sanitaria?y?económica?en?el?sector?porcino.?Tiene?un?amplio?rango?de?hospedadores,?







? Como? miembro? de? la? familia? Herpesviridae? comparte? las? características?
estructurales? de? los? viriones,? formados? por? cuatro? componentes?morfológicamente?
distintos?(Figura?1):?
- Core? o? núcleo? nucleoproteico,? contiene? el? genoma? consistente? en? una?
molécula?de?DNA?linear?de?doble?banda?(Mettenleiter,?2000).?
??
- Cápsida? icosaédrica,? formada? por? 162? capsómeros? (150? hexonas? y? 12?







- Tegumento,? una? capa? proteica? de? aspecto? amorfo? localizada? entre? la?




- Envoltura,? una? bicapa? lipídica? derivada? de? membranas? intracelulares? de?
vesículas?del?área?trans?Golgi.?Contiene?16?proteínas?de?origen?vírico,?de?las?
cuales? 11? están? modificadas? por? N?? u? O?glicosilación? denominándose?
glicoproteínas?y?son?designadas?como?gB,?gC,?gD,?gE,?gG,?gH,?gI,?gK,?gL,?gM?y?
gN.?Las?glicoproteínas?participan?en?la?unión?y?entrada?del?virus?en?la?célula,?

















genes.? El? genoma? se? encuentra? formado? por? dos? regiones? únicas? unidas?
covalentemente,?una?larga?(UL)?y?una?corta?(US).?La?región?US?se?encuentra?flanqueada?
por?secuencias?repetidas?e? invertidas,?una? interna?(IR)?y?otra?terminal?(TR)?(Figura?2). 
La?recombinación?entre? las?secuencias?repetidas? invertidas?produce?dos? isómeros?del?















 La? infección? lítica? producida? por? los? miembros? de? la? subfamilia?
Alphaherpesvirinae? se?puede? resumir? en? tres? etapas:? 1)? introducción?del? virus? en? la?
célula? (adsorción? y? descapsidación),? 2)? síntesis? de? los? componentes? víricos?
(transcripción,? traducción? y? replicación? del? genoma)? y? 3)?morfogénesis? y? liberación?





con? una? expresión? génica? altamente? regulada? en? una? cascada? temporal? (Roizman? y?
col.,?2007).?Durante?la?infección,?los?genes?víricos?se?expresan?en?tres?fases?temporales?





la? fusión? de?membranas,? liberación?de? la? cápsida? y? el? tegumento? en? el? citoplasma,? transporte?de? la?
cápsida?al?núcleo?celular,?liberación?del?DNA?vírico?en?el?núcleo,?transcripción?y?traducción?de?los?genes?





? La? entrada? de? los? viriones? en? la? célula? requiere? de? una? cascada? de? eventos?
mediados? por? las? glicoproteínas? víricas? que? derivan? en? la? fusión? entre? la? envoltura?
vírica?y?la?membrana?citoplasmática?(Spear?y?Longnecker,?2003).? Se? han? identificado?
tres? clases?de? receptores? celulares? implicados?en? la?entrada?de? los?alphaherpesvirus?
(Spear? y? col.,? 2000;? Spear? y? Longnecker,? 2003):? mediador? de? la? entrada? de? los?
herpesvirus? (HVEM?o?HveA),?nectinas?1?y?2?y? sitios?específicos?en?el?heparán? sulfato?
generados?por?3?O?sulfotransferasas.?PRV?puede?emplear?como?receptores?de?entrada?







Tras? la? fusión? de? membranas,? la? cápsida? y? el? tegumento? penetran? en? el?








regulada? de? manera? secuencial,? pudiéndose? dividir? los? genes? en? tres? fases?
denominadas?como?inmediatamente?temprana?(IE?o??),?temprana?(E?o??)?y?tardía?(L?o?
?).? Los? primeros? en? ser? expresados? tras? la? infección? son? los? genes? inmediatamente?
tempranos?(?),?tienen?funciones?reguladoras?e?intervienen?en?la?expresión?de?los?genes?
tempranos?y?tardíos.?La?expresión?de?los?genes?tempranos?(?)?requiere?de?la?presencia?





? Los? genes? inmediatamente? tempranos? son? expresados? en? las? primeras? 2?4?
horas?tras? la? infección?y?en?ausencia?de? la?síntesis?de?novo?de?proteínas?celulares,?ya?
que? sus? promotores? son? reconocidos? por? factores? transcripcionales? propios?
(transportados?por?el?virión?en?el?tegumento)?y?del?hospedador.?Los?productos?de? los?
genes??? funcionan? principalmente? como? transactivadores? de? la? expresión? de? genes?
tempranos? (?)? y? tardíos? (?),? además? de? moduladores? de? la? defensa? antivírica? del?
hospedador?o?de?los?mecanismos?fisiológicos?celulares?requeridos?para?la?infección.?
 En? contraste? con? la?mayoría? de? los? herpesvirus,? PRV? codifica? solo? para? una?
proteína?inmediatamente?temprana,?la?IE180.?El?gen?de?la?IE180?está?presente?en?dos?






de? HSV?1? que? codifica? para? la? proteína? inmediatamente? temprana? ICP4? (Cheung,?




igual? que? ICP4,? IE180? es? una? proteína? multifuncional.? Tiene? una? función? de?
autorregulación?negativa?sobre?su?propio?promotor,?reprimiendo?la?transcripción?de?su?
propio? mRNA? (Ihara? y? col.,? 1983;? Vleck? y? col.,? 1990).? Su? papel? como? un? potente?
transactivador? está? bien? estudiado,? puede? ayudar? a? la? formación? de? un? complejo?
estable? de? preiniciación? de? la? transcripción? interaccionando? con? el? factor? de?
transcripción? II? D? (TFIID)? (Abmayr? y? col.,? 1988),? pudiendo? además? activar? la?
transcripción?de?promotores? celulares?humanos,? como? la?beta?globina? (Green?y? col.,?
1983)?y? la?topoisomerasa? I?(Wong?y?col.,?1997),?y?de?promotores?víricos,?como?genes?
tempranos?de?SV40?o?de?adenovirus?tipo?2?(Pomeranz?y?col.,?2005).?Recientemente,?se?
ha?descrito?que?puede? inhibir? la?fosforilación?del?factor?de? iniciación?de? la?traducción?
eIF2?,? asegurando? así? la? traducción? de? los?mRNAs? víricos? (Van?Opdenbosch? y? col.,?
2012).?
 Debido? a? sus? características? estructurales? y? funcionales,? se? ha? demostrado?
recientemente?que? la?expresión?de? la? IE180?por?animales? transgénicos,? sin?que?haya?
infección? ni? replicación? vírica,? deriva? en? el? desarrollo? de? síntomas? neurológicos? y?




? Los?genes?tempranos?se?expresan?entre? las?5?y?7?horas?tras? la? infección,?antes?
de? la? replicación? del? DNA.? Los? genes? ?? codifican? para? proteínas? implicadas? en? la?















infección.?Están?divididos?en?genes? tardíos? (?1)?y?genes?verdaderamente? tardíos? (?2),?




La? replicación? del?DNA? produce? largas?moléculas? de?DNA? concatémeras.? Los?
genomas? de? los? herpesvirus? tienen? un? dominio? altamente? conservado,? denominado?
pac1?y?pac2,?al? final?de?sus?genomas? lineales?que?actúa?como?sitio?específico?para?el?
corte?y?la?encapsidación?del?DNA.?En?PRV,?el?dominio?pac2?se?localiza?al?principio?de?la?













través? de? la? membrana? nuclear? interna,? momento? en? el? que? toman? una? primera?
envoltura? (Granzow? y? col.,? 1997).? Los? viriones? dejan? el? espacio? perinuclear? al?
fusionarse? la? envoltura? primaria? con? la?membrana? nuclear? externa,? liberándose? las?










esta? respuesta? apoptótica,? promoviendo? la? supervivencia? celular? para? beneficiar? la?
replicación?vírica?y? la?producción?de?nuevos?viriones? (Aubert?y?col.,?2001).?PRV?es?un?
virus?citocida?que? induce?cambios?rápidos?y?extensos?en?su?hospedador?y?en?cultivos?


















enfermedades? genéticas? complejas? que? resultan? de? la? acumulación? de? múltiples?





principales? causas? de? muerte? en? todo? el? mundo,? en? 2012? causó? 8,2? millones? de?
defunciones,? y? en? países? desarrollados? es? la? segunda? causa? por? detrás? de? las?
enfermedades? cardiovasculares.? Además,? se? prevé? que? los? casos? anuales? de? cáncer?
aumentarán?de?14?millones?en?2012?a?22?millones?en?los?próximos?20?años.??
A? pesar? de? los? grandes? avances? en? la? tecnología? diagnóstica? y? en? los?
tratamientos,? el? principal? problema? de? la? terapia? anti?cáncer? es? la? incompleta?
erradicación? de? los? tumores? invasivos,? por? lo? que? células? tumorales? residuales?
sobreviven? incluso? a? combinaciones? de? cirugía,? radioterapia? y? quimioterapia,?
derivando? en? un? cáncer? recurrente.? La? biología?molecular?moderna? ha? ayudado? a?
comprender?mejor? los? genes? y? las?proteínas,? su? regulación? y? sus? funciones?en? rutas?
celulares? y,?especialmente,? su?disfunción? y? su?papel?en?enfermedades.?Aunque?este?
conocimiento?ha?ayudado?a?desarrollar?nuevas?terapias?con?una?mayor?especificidad,?
aumentando? así? la? artillería? de? quimioterapias? en? uso? en? la? clínica,? las? terapias?
utilizadas? en? la? actualidad? solo? mejoran? ligeramente? el? tiempo? de? supervivencia?
(mayoritariamente? en? pequeños? grupos? de? pacientes)? y? raramente? resulta? en? un?














Zhang? y? col.,? 2011;? Dunbar? y? col.,? 2018).? Este? concepto? probablemente? no? sea? el?
idóneo?para?el? tratamiento?del? cáncer?ya?que? la? transferencia?génica?en? cada? célula?
tumoral? del? paciente? es? extremadamente? complicada.? Por? ello,? una? nueva?
aproximación?es? la?de? transferir?genes?que? codifiquen?para?proteínas? terapéuticas? y?
que?sean?capaces?de?afectar?a?aquellas?células?que?no?hayan?obtenido?el?transgen,?ya?
sea?mediante? inducción? de? apoptosis? (Ru? y? col.,? 2017),? activación? de? la? respuesta?
inmune? anti?cáncer? (List? y?Neri,? 2013)? o? con? genes? que? codifican? para? enzimas? que?
activan? profármacos? (Karjoo? y? col.,? 2017).? La? transferencia? de? los? genes? se? realiza?
mediante?vectores?que?pueden?ser?víricos?y?no?víricos?(Osten?y?col.,?2007;?Bhatia?y?col.,?
2013;?Mavroudi?y?col.,?2014).?
Dentro? del? campo? de? la? terapia? génica? y? desde? las? últimas? décadas,? se? ha?
investigado? en? virus? recombinantes? para? desarrollar? una? nueva? estrategia? contra? el?
cáncer,? denominada? viroterapia? u? oncolisis? vírica.? La? viroterapia? se? define? como? la?





- Los?efectos? secundarios?producidos?en? los?ensayos? clínicos?hasta? la? fecha?
han? consistido? únicamente? en? estados? febriles? y? cuadros? gripales,?











Además? de? presentar? numerosas? ventajas? contra? los? tumores,? la? viroterapia?
oncolítica?también?tiene?muchos?inconvenientes,?entre?los?que?podemos?destacar?(Poll?
y?col.,?2014):??
- Los?virus?oncolíticos? infectan? lesiones?neoplásicas?de?forma?heterogénea?e?
incompleta.?
?








un?diverso? rango?de?virus?por?su?exposición?a? los?mismos?a? lo? largo?de?su?
vida.?Muchos?de?estos?virus?se?emplean?como?oncolíticos,?por?lo?que?habrá?
que?modificarlos?para?que?no? sean?neutralizados?por?el? sistema? inmune?y?
puedan?actuar?sobre?las?células?cancerígenas.?
?
- El? virus? oncolítico? es? una? partícula? extraña? a? nuestro? organismo? que?
reaccionará?frente?a?ellos,?provocando?su?secuestro?en?el?hígado?o?el?bazo?
disminuyendo? la? cantidad? de? partículas? que? alcanzarán? el? tumor.? Este?
secuestro? puede? desencadenar? la? activación? de? la? respuesta? inmune?
originando? un? estado? inflamatorio? a? consecuencia? de? la? liberación? de?
citoquinas.?
?
Sin? embargo,? se? han? conseguido? superar? muchos? de? estos? inconvenientes?
gracias? a? distintas? estrategias? de? modificación? de? los? virus.? Estas? estrategias? van?










Actualmente,? los? estudios? se? centran? principalmente? en? aumentar? la?
selectividad? y? la? eficacia? oncolítica? de? los? virus? manipulados? genéticamente.? La?
selectividad? tumoral? es? la? clave? para? la? implementación? de? estas? terapias? en? la?
oncología? clínica,? sin? embargo,? los? virus? a? menudo? carecen? de? una? selectividad?
inherente? por? las? células? tumorales,? por? lo? que? existen? dos? niveles? principales? para?
modificar?la?selectividad?vírica:??
- Durante? la? unión? y? entrada? del? virus? en? la? célula. Las? células? tumorales?








- Tras? la?entrada?del?virus?en? la?célula.?La?estrategia?más?establecida?se?basa?
en? regular? y? controlar? la? transcripción? de? genes? víricos? esenciales,?
empleando? promotores? que? son? específicos? o? que? se? encuentran?
















del? promotor? y? su? especificidad? ya? que? se? ha? demostrado? que? pueden? perder? su?
especificidad? en? el? contexto? de? una? infección? al? intervenir? elementos? víricos? como?
proteínas?con?actividad? transcripcional? (Hurtado?y?col.,?2004).?Hasta? la? fecha,?se?han?







? La? telomerasa? es? una? ribonucleoproteína? celular? con? actividad?
retrotranscriptasa?y?es?responsable?de? la?adición?de?secuencias?repetidas?TTAGGG?en?
el?extremo?3’?de? los?cromosomas?(Collins?y?Mitchell,?2002).?Los?telómeros?protegen?a?
los?cromosomas?de? la?degradación?y?son?esenciales?para? la? integridad?genómica?y? la?
viabilidad?celular.?En?las?células?normales,?el?proceso?de?replicación?del?DNA?es?incapaz?
de? completar? la? síntesis?de? los?extremos? cromosómicos,?perdiéndose?entre?50? ??200?
pares?de?bases?en?cada?ciclo?de?división.?Esta?reducción?o? la?completa?pérdida?de? los?
telómeros? terminan? llevando? a? las? células? a? la? senescencia.? Sin? embargo,? la? gran?
mayoría? de? los? tumores? presentan? actividad? telomerasa,? necesaria? para? la?
inmortalización?y?su?continuo?crecimiento?(Leão?y?col.,?2018).?
 Se?han? identificado?varios?componentes?de? la? telomerasa:?un?componente?de?
RNA? (hTER),?que?actúa?como?molde?para? la?síntesis?de? las?secuencias? teloméricas;? la?
subunidad?catalítica? telomerasa? transcriptasa? inversa? (hTERT);?una?proteína?asociada?
(TEP1);?y?subunidades?proteicas?adicionales?(Es1p?y?Es3p)?(Nugent?y?Lundblad,?1998).?
No? obstante,? se? ha? demostrado? que? solamente? hTER? y? hTERT? son? necesarios? para?









el? lugar?de? inicio?de? la? transcripción? y?que? contiene?una? secuencia?E?box? (CACGTG),?
reconocida?por?factores?de?transcripción?codificados?por?la?familia?de?proto?oncogenes?
Myc;?varias? secuencias?GC?box? (GGGGGG),? reconocidas?por? factores?de? transcripción?
Sp1;?y?sitios?de?unión?para?hormonas? (estrógeno?y?progesterona)?y?otros? factores?de?





Figura? 6.? Representación? esquemática? del? promotor? mínimo? de? hTERT.? Localizado? entre? los?
nucleótidos?+1?y??180?desde?el?lugar?de?inicio?de?la?transcripción,?contiene?una?secuencia?E?box?y?varias?
secuencias?GC?box.?La?flecha? indica?el? lugar?de? inicio?de? la?transcripción.?(Adaptado?de?Palumbo?y?col.,?
2009).?
?
 Todos? estos? datos? sugieren? al? promotor? de? hTERT? como? un? buen? candidato?
para?el?control?transcripcional?de?genes?víricos?en?el?desarrollo?de?virus?oncolíticos,?con?





adhesión? celular,? un? contenido? aproximado? del? 50%? en? carbohidratos,? debido? a?
glicosilación?en?residuos?de?asparagina,?y?un?peso?molecular?de?200?KDa?(Coligan?y?col.,?





inmunoglobulinas,? está? dividida? en? tres? subgrupos? con? 29? genes? y? pseudogenes?
distintos?en? total,?12?de?ellos?pertenecen?al? subgrupo?del?CEA.?Poseen?dos? tipos?de?
dominios?inmunoglobulina:?un?dominio?N?terminal?homólogo?al?dominio?variable?IgV?y?
hasta?seis?dominios?homólogos?al?dominio?constante?IgC2.?Un?péptido?señal?precede?al?
dominio?N?terminal? y? es? eliminado? tras? el? transporte? de? la? proteína? a? la? superficie?







 Los?miembros?de? la? familia? ?del?CEA?se?expresan?en?varios? tumores?de?origen?
epitelial.?Se?considera?que?el?CEA?se?encuentra?sobre?expresado?en?carcinoma?gástrico,?





expresa? tanto?en? tejidos? sanos? como? tumorales.?Esto?es?debido?a?que?en? individuos?
sanos? la?mayor?parte?se?produce?en?el?colon?y?se?elimina?con? las?heces,?mientras?que?
en? pacientes? con? adenocarcinoma? de? colon? el? CEA? se? acumula? en? la? sangre,?
aumentando? su? concentración? a? medida? que? aumenta? el? tamaño? del? tumor?
(Hammarström,?1999;?Duffy,?2001).?
 La? región? central? del? promotor,? localizada? entre? los? nucleótidos? ?403? y? ?124?
desde?el? inicio?de?traducción,?carece?de? los?elementos?clásicos?TATA?box?y?CAAT?box?










nucleótidos? ?402?y? ?124?desde?el?codón?de? inicio?de? la? traducción,?contiene?secuencias?de?unión?para?
factores?de?transcripción.?(Adaptado?de?Hauck?y?Stanners,?1995).?
?
Gracias?a? los?estudios?de? caracterización? realizados,? se?están? llevando?a? cabo?



















- HSV?1? es?un?patógeno?humano? común,?presente? en? aproximadamente? el?
90%?de? la?población?y?en? la?mayoría?causa?una?enfermedad?autolimitada,?















como? un? episoma? en? el? núcleo? celular,? lo? que? elimina? los? riesgos? de?
mutagénesis?insercional.?
??
- Las? glicoproteínas? de? la? envoltura? lipídica? toleran? inserciones? y?
modificaciones?permitiendo?modificar?su?tropismo.?
??
- En? ensayos? clínicos? podemos? encontrar? distintos? HSV?1? que? han? logrado?
mejoras? significativas? en? algunos? pacientes? sin? haber? mostrado? efectos?
nocivos.?
Sin?embargo,?también?presenta?una?serie?de?inconvenientes?que?hay?que?tener?























y?que? reducen? la?patogenicidad? vírica?mientras? se?estimula?una? respuesta? inmune?a?




? PRV?y?HSV?1?pertenecen?a? la?subfamilia?de? los?Alphaherpesvirinae,?por? lo?que?
comparten? las? mismas? características? estructurales? y? biológicas.? Entre? ellas? se?
encuentra? el? amplio? rango? de? hospedador,? lo? que? permite? que? PRV? pueda? infectar?
células?de?distintos?organismos? incluyendo?una?amplia?variedad?de?células?humanas.?
Sin?embargo,?se?sabe?que,?a?pesar?de?esta?capacidad,?no?causa?ninguna?enfermedad?en?
los?seres?humanos? (Sawitzky,?1997),? lo?que? le?convierte?en?un?vector?seguro?para?su?
empleo?en? terapia?génica? (Boldogköi?y?col.,?2002;?Prieto?y?col.,?2002;?Oehmig?y?col.,?
2004).?
Gracias? a? esto,? PRV? se? propuso? como? vector? para? la? terapia? oncolítica?
(Boldogköi?y?col.,?2002;?Boldogköi?y?Nógrádi,?2003;?Wollmann?y?col.,?2005;?Shiau?y?col.,?
2007).?PRV,?además?de?mantener?todas?las?ventajas?de?HSV?1?descritas?en?el?apartado?
anterior,? suma? otras? nuevas:? tiene? un? único? gen? inmediatamente? temprano,? que?
codifica?para?la?proteína?IE180,?lo?que?facilita?el?control?de?la?replicación?vírica,?ya?que?
controlando?la?transcripción?de?este?gen?se?puede?controlar?todo?el?ciclo?replicativo?del?
virus.? Igualmente,? salva? parte? de? las? desventajas? ya? que,? al? no? ser? un? patógeno?












proteína? inmediatamente? temprana? de? PRV,? la? IE180,? con? promotores? tumorales?
humanos.?Existen?muchos?promotores?específicos?tumorales?que?han?sido?empleados?
para? controlar? la? replicación? de? virus? oncolíticos? entre? los? que? hemos? elegido? el?
promotor?de? la? subunidad?catalítica? telomerasa? transcriptasa? inversa? (hTERT),?que?al?
encontrarse? activo? en?más? del? 90%? de? los? tumores? humanos? es? un? buen? candidato?
para? controlar? un? virus? oncolítico? con? el? que? tratar?muchos? tipos? de? tumores,? y? el?
promotor?del?antígeno?carcinoembrionario?(CEA),?un?buen?candidato?para?controlar?un?
virus?oncolítico?con?el?que?tratar?tumores?de?origen?epitelial?que?sobre?expresan?CEA.?
Se? ha? demostrado? que? ambos? promotores? pueden? sustituir? funcionalmente? el?
promotor?de? la? IE180?en?plásmidos?y?en?virus?PRV?recombinantes?y?se?ha?observado?
una?capacidad?diferencial?de?la?IE180?para?regular?cada?promotor,?llevando?en?el?caso?
del?promotor?del?CEA?a? la?sobre?expresión?de? la? IE180,? lo?que?deriva?en? inducción?de?



































Los? objetivos? de? esta? Tesis? Doctoral? están? basados? en? el? desarrollo? y? la?
utilización? del? virus? de? la? pseudorrabia? (PRV)? como? vector? en? terapia? oncolítica? o?
viroterapia.?Para?ello,?se?han?llevado?a?cabo?los?siguientes?objetivos:?






4. Ensayo?de? la?actividad?citolítica?de? los?virus?PRV?recombinantes?en?cultivos?
de?células?tumorales,?tanto?en?líneas?establecidas?como?en?líneas?primarias.?
?












































una?mayor? eficiencia? de? transformación,? es? deficiente? en? recombinación? y? produce??????
??complementación.??
DH10B?(Lin?y?col.,?1992).?Empleada?para?la?propagación?de?los?BACs.?Facilita?la?





en? medio? Luria? Bertani? (LB)? estéril? (Bactotriptona? 10? g/l? (BD),? Bacto? extracto? de?
levadura?5?g/l?(BD),?NaCl?5?g/l?y?D?glucosa?1?g/l,?en?agua?desionizada?y?con?pH?ajustado?
a?7?con?NaOH?2N).?Para?las?placas?de?LB?sólido?se?añade?agar?(BD)?al?1,5%.?
Las? bacterias? transformadas? con? plásmidos? fueron? seleccionadas? por? su?
crecimiento?tras?una? incubación?de?16?horas?a?37ºC?en?medio?LB?sólido?en?presencia?
de? la? concentración? adecuada? del? antibiótico? correspondiente? (ampicilina? 50??g/ml,?






Las? bacterias? se? transformaron? mediante? electroporación,? siguiendo? el?
protocolo? recomendado? por? la? casa? comercial? del? electroporador? (MicroPulser,?
BioRad),? empleando? cubetas? de? 0,1? cm? de? diámetro? (Cells? Projects)? previamente?








KV,? 25? ?F? y? 20? Ohm,? inmediatamente? después? se? resuspendieron? en? medio? SOC?
(MgSO4?10?mM,?MgCl2?10?mM,?glucosa?20?mM,?Bactotriptona?al?2%,?Bacto?extracto?de?
levadura?al?0,5%,?NaCl?10?mM,?KCl?2,5?mM)?y?se? incubaron?a?37ºC?durante?1?hora?en?















resistencia? al? antibiótico? ampicilina,? además? del? gen? lacZ? que? codifica? para? el?











pSD4?AG.? Contiene? el? promotor? temprano? de? la? glicoproteína? gG? de? PRV,? la?
región?codificante?de?la?proteína?EGFP?y?el?poliA?de?la?gG?de?PRV?(Muñoz?y?col.,?2010).?








ptetICP4lac.? Expresa? la?proteína? ICP4? de?HSV?1? bajo? el? control? del? promotor?
inducible?por?tetraciclina?(Ptet)?(Lerma?y?col.,?2016a).?




















PBAC90.? Cromosoma? artificial? de? bacteria? que? contiene? todo? el? genoma? de???
PRV?Becker?exceptuando? las?dos?copias?del?gen?de? la? IE180? (Figura?8)? (Muñoz?y?col.,?
2011).??
PBAC80.? Cromosoma? artificial? de? bacteria? que? contiene? todo? el? genoma? de???
PRV?Becker,?pero?solo?tiene?la?copia?del?gen?de?la?IE180?localizada?en?la?región?repetida?





Figura? 8.? Representación? esquemática? de? los? genomas? lineales? de? los? PBACs.? pBecker2? (Smith? y?
Enquist,?2000)?es?el?BAC?parental?de?PRV?a?partir?del?que?se?obtuvieron?PBAC90?y?PBAC80.?Se?indican?la?
deleción?de?ambas?copias?del?gen?de?IE180?(flechas?naranjas)?y?de?pac1?IRS?(círculo)?en?el?PBAC90?y? la?






El?plásmido?p30GF? (Figura?9),?que? lleva?el?promotor?de? la?DNA?polimerasa?de?
PRV?(gen?UL30)?controlando? la?expresión?de? la?EGFP,?se?obtuvo?a?partir?del?plásmido?
pGEL30.? El? plásmido? pGEL30? se? obtuvo? al? clonar? en? el? vector? pGEM?T? Easy? el?
fragmento?de?398?pb?del?promotor?temprano?de?la?DNA?polimerasa?de?PRV?(gen?UL30),?





fragmento? se? amplificó? por? PCR? con? los? cebadores? PRPol?S? y? PRPol?AS.? El? cebador?
PRPol?S? incluye?en?el?extremo?5’? la?diana?de? la?enzima?de? restricción?XhoI,?mientras?
que? la?secuencia?del?extremo?3’?del?cebador?PRPol?AS? lleva? la?diana?de? la?enzima?de?















pGCEA?A? fue? obtenido? al? clonar? en? el? vector? pGEM?T? el? fragmento? de? 482? pb? del?
promotor?del?CEA?(Schrewe?y?col.,?1990),?comprendido?entre?los?nucleótidos??475?y?+4?
desde?el?codón?de? iniciación?ATG.?El? fragmento? se?obtuvo?mediante?PCR?a?partir?de?
DNA?de?amnios?humano?y?con? los?cebadores?CEA?S?y?CEA?AS.?En?el?cebador?CEA?S?se?





















por? digestión? con? la? enzima? BstEII.? Este? fragmento,? denominado? fragmento? Bs,?
contiene?una?de? las?dos?dianas?NcoI?del?plásmido.?Para? la?construcción?del?plásmido?
pACEA180,? se? digirió? el? plásmido? pGCEA?A? con? las? enzimas? XhoI? (diana? rellenada?
posteriormente,? haciendo? un? extremo? romo)? y? NcoI? para? liberar? el? fragmento? del?
promotor?del?CEA?que?se?clonó?en?el?plásmido?pAZT180Bs?previamente?digerido?con?
las?enzimas?EcoRI?(diana?rellenada?posteriormente,?haciendo?un?extremo?romo)?y?NcoI,?

















pOZPAC?GF.?Este?plásmido? se?obtuvo?al? insertar?en?el?pOZPAC? (Muñoz?y?col.,?2011),?
digerido? con? la? enzima? NotI,? el? fragmento? de? 1.700? pb? procedente? del? plásmido?
pORIPAC?GF?(Muñoz?y?col.,?2006)?digerido?con?NotI?y?que?contiene?el?gen?de? la?EGFP?
bajo?el?control?del?promotor? inmediatamente?temprano?de?citomegalovirus?(IE?CMV).?
El?pOZPAC?GF,? se?digirió? con? la?enzima? FspI?para?eliminar?el? fragmento?que? lleva? la?
diana?NdeI? (localizada?en?el?nucleótido?2.184,?que?pertenece? al?pUC18?usado? como?
vector)?y?parte?del?gen?de?resistencia?a?ampicilina.?Este?fragmento?fue?sustituido?por?el?
fragmento? FspI? del? plásmido? pUC18M,? en? el? que? se? ha? eliminado? la? diana?NdeI.? El?











Para? la?construcción?de? los?plásmidos?pOTER180N? (Figura?12A)?y?pOCEA180N?
(Figura?12B),?se?digirieron?los?plásmidos?pATER180?y?pACEA180?con?las?enzimas?AseI?y?
MluI,? liberándose? un? fragmento? que? lleva? la? construcción? del? promotor? tumoral?
controlando?la?expresión?de?la?proteína?IE180.?Los?fragmentos?obtenidos,?se?insertaron?
en?el?plásmido?pOZPAC?GF?N,?previamente?digerido?con?MluI?y?NdeI,?obteniéndose?así?























Figura? 13.?Mapa? circular? del? plásmido? pOtTA.? Se? indica? la? posición? del? promotor? de? CMV? (cuadro?





Vero.? Células? epiteliales? de? riñón? de? mono? verde? africano.? Mantenidas? en?








U2OS.? Células? procedentes? de? osteosarcoma? humano.?Mantenidas? en?medio?
DMEM?suplementado?con?10%?de?STF.?
HT29.?Células?procedentes?de?adenocarcinoma?de?colon?humano.?Mantenidas?
en?medio?DMEM? suplementado? con? 10%? de? STF.?Cedidas? por? el?Dr.? Ignacio?Gadea,?
Fundación?Jiménez?Díaz?de?Madrid.?









Células? primarias? de? cáncer? de? páncreas.? Las? distintas? líneas? se? refieren?
mediante?el?número?de?paciente?del?que?proceden? (185,?215,?253?y?354)? (Mueller?y?
col.,?2009).?Mantenidas?en?medio?RPMI?con?10%?de?STF.?
PK15.? Células? epiteliales? de? riñón? de? cerdo.? Mantenidas? en? medio? DMEM?
suplementado?con?10%?de?STF.?
PK15?IE180.? Células? PK15? que? expresan? la? proteína? IE180? de? PRV? bajo? el?
promotor? inducible?por? tetraciclina.?Mantenidas?en?medio?DMEM?suplementado?con?
10%? STF? y? G418? 500? ?g/ml? y? doxiciclina? 2? ?g/ml? cuando? era? necesario? inducir? la?
expresión?de? la? IE180.?Cedidas?por?el?Dr.?Anthony?Zador,?Watson?School?of?Biological?
Sciences,?USA?(Oyibo?y?col.,?2014).?
Panc1.?Células? procedentes? de? adenocarcinoma? ductal? de? páncreas? humano.?
Mantenidas?en?medio?DMEM?suplementado?con?10%?de?STF.?
Huh7.? Células? procedentes? de? hepatocarcinoma? humano.? Mantenidas? en?
medio?DMEM?suplementado?con?10%?de?STF.?




Los? cultivos? celulares? se? crecieron? en?medio? DMEM,? suplementado? con? STF?
(Gibco;? en? una? concentración? determinada? para? cada? tipo? celular),? además? de? los?










Las? células? de? cáncer? de? páncreas? se? crecieron? en? medio? RPMI? (Gibco),?
suplementado?con?anfotericina?B?1??g/ml,?penicilina?100?U.l/ml,?estreptomicina?0,05?
mg/ml?y?STF?al?10%.?
El? suero? de? ternera? fetal? se? inactiva? (STFI)? en? un? baño? a? 56ºC? durante? 30?
minutos.?
Las?células?eucariotas?se?mantuvieron?mediante?pases?sucesivos,?creciéndolas?
en?botellas?Falcon? (Becton?Dickinson)?hasta? su?confluencia,?en? incubadores?a?37ºC?y?
con?una?atmósfera?al?5%?de?CO2.?En?este?momento,?se?lavaba?la?monocapa?con?PBS?1x,?
se?desprendían? las? células? con? tripsina? (Gibco)?EDTA? (Merck)? y? se? resuspendían? con?
medio?de?cultivo?DMEM.?Una?parte?de?estas?células?se?sembraban?de?nuevo?en?medio?
fresco?para?mantener?el?cultivo.?






Para? la? transfección? del? DNA? en? células? eucariotas? se? empleó? lipofectamina?






y? 10? ?l? de? lipofectamina? 2.000? en? 1?ml? de?medio?DMEM? sin? suero? ni? antibióticos. 


























XGF?N.? Virus? PRV? recombinante? defectivo? en? la? glicoproteína? gG.? Expresa? la?
proteína?EGFP?bajo?control?del?promotor?de?la?gG?(Viejo?Borbolla?y?col.,?2010).?
 vBecker2.? Generado? al? transfectar? el? plásmido? pBecker2? (Figura? 8)? (Smith? y?
Enquist,?2000)?en?células?HeLa?Tet?Off.?Deriva?de?la?cepa?virulenta?PRV?Becker.?
 PRV?BT90.?Virus?PRV? recombinante?que?posee?una?única?copia?de? la?proteína?















El? virus? recombinante? PRV?TER? (Figura? 14)? se? obtuvo? al? digerir? 5? ?g? del?
plásmido?pOTER180NC?con?las?enzimas?ApaLI?y?KpnI,?liberándose?así?el?fragmento?que?
contiene? las?dos? regiones?de? recombinación?homóloga?entre? las?que?se?encuentra?el?
casete? formado? por? el? promotor? hTER? y? la? proteína? IE180.? A? continuación,? se?
cotransfectaron?células?U2OS?con?1,5??g?del?plásmido?digerido?y?4??g?del?PBAC90.?Tras?


















El? virus? recombinante? PRV?CEA? (Figura? 14)? se? obtuvo? al? digerir? 5? ?g? del?
plásmido?pOCEA180N?con? las?enzimas?ApaLI?y?KpnI,? liberándose?así?el?fragmento?que?
contiene? las?dos? regiones?de? recombinación?homóloga?entre? las?que?se?encuentra?el?
casete? formado? por? el? promotor? del? CEA? y? la? proteína? IE180.? A? continuación,? se?
cotransfectaron?células?U2OS?con?1,5??g?del?plásmido?digerido?y?4??g?del?PBAC90.?Tras?
una?semana?de? incubación?en? la?que?se?fueron?desarrollando?focos?de? infección?en?la?
monocapa,?se?congelaron?las?células?a??70ºC?para?su?posterior?descongelación?a?37ºC?y?




El? virus? recombinante?PRV?T180TER? (Figura?14)? se?obtuvo? al?digerir?5??g?del?
plásmido?pOTER180NC?con?las?enzimas?ApaLI?y?KpnI,?liberándose?así?el?fragmento?que?
contiene? las?dos? regiones?de? recombinación?homóloga?entre? las?que?se?encuentra?el?
casete? formado? por? el? promotor? hTER? y? la? proteína? IE180.? A? continuación,? se?
cotransfectaron?células?Vero?con?1??g?del?plásmido?digerido?y?4??g?del?PBAC80.?A? las?
48?horas?se?comenzó?a?ver?efecto?citopático?en?el?cultivo.?Tras?96?horas?de?incubación,?
en? las? que? se? desarrollaron? focos? de? infección? en? la?monocapa,? se? congelaron? las?




El? virus? recombinante?PRV?T180CEA? (Figura?14)? se?obtuvo? al?digerir?5??g?del?
plásmido?pOCEA180N?con? las?enzimas?ApaLI?y?KpnI,? liberándose?así?el?fragmento?que?
contiene? las?dos? regiones?de? recombinación?homóloga?entre? las?que?se?encuentra?el?







en? las? que? se? desarrollaron? focos? de? infección? en? la?monocapa,? se? congelaron? las?



















la?adsorción?del?virus.?Tras? la? incubación,?se? retiraba?el? inóculo?vírico,?se? lavaban? las?
células? con? PBS? 1x? y? se? añadía? el? volumen? correspondiente? de? medio? DMEM?
suplementado?con?STF? ?y? se? incubaba?durante?el? tiempo?deseado.?Transcurrido?este?
tiempo,?se?suplementaba?el?medio?con?STFI?hasta?el?20%?y?se?congelaban?los?frascos?a??
?70ºC.?
Las? células? se? sembraban? en? frascos? de? cultivos? de? 12,5? cm2? con? 2,5?ml? de?









La? producción? de? amplicones? se? realizó?mediante? la? transfección? de? células?





La? titulación? se? realizó?por?dosis? infecciosa? 50? (CTDI50)? en? cultivos?de? células?
HeLa?Tet?Off?o?U2OS.?Para?ello,?se?realizaron?diluciones?seriadas?en?base?10?del?virus?a?
titular,?usando?medio?DMEM? suplementado? con? STF?al?10%.? Se? inocularon?50??l?de?
cada?dilución,?por?quintuplicado,?en?placas?de?96?pocillos,?previamente?sembradas?con?
250.000? células/ml? en?un? volumen?de? 100??l? por?pocillo.? Las?placas? se? incubaron? a?
37ºC?en?una?atmósfera?de?CO2?al?5%?durante?48?72?horas.?Tras?este?tiempo,?se?observó?
el?efecto? citopático?producido?por? los?virus?al?microscopio? (Nikon?Eclipse?TS100).?En?
función?de?la?ausencia?o?presencia?de?efecto?citopático,?se?calculó?el?título?siguiendo?el?
método?de?Reed?Muench?(Reed?y?Muench,?1938),?el?cual?se?expresó?como?CTDI50/ml.?
Los? “stocks”? de? los? virus? recombinantes? PRV?T180TER? y? PRV?T180CEA? se?














? Para? los? análisis? de? apoptosis? se? emplearon? células? U2OS? y? PK15?IE180,? del?
orden?de?250.000?células/ml,?cultivadas?en?frascos?de?12,5?cm2,?que?en?el?momento?de?
su? uso? presentaban? una? confluencia? aproximada? del? 90%.? Las? células? U2OS? se?
infectaron?a?una?MOI?de?0,2?y?se?recogieron?a? las?24?horas?post?infección.?Las?células?






en? el? citómetro? de? flujo? BD? FACSCanto™? (BD? Biosciences).? Los? datos? recogidos? se?
analizaron?con?el?programa?FlowJo?8.7?(FlowJo,?LLC?Data?Analysis?Software).?Los?niveles?

























La?mezcla?de? reacción?contenía?una?concentración? final?1x?de? los?buffers?Q?y?
10x? (Qiagen),? HotStar? Taq? DNA? polimerasa? 2? unidades? (Qiagen),? cebadores? 1? ?M?
(sintetizados?por?Roche),?10?mM?de?cada?dNTP?(Applied?Biosystems).?El?volumen?final?
de?la?reacción?fue?de?50??l.?
Las? condiciones? de? la? reacción? fueron? las? siguientes:? un? ciclo? de?
desnaturalización?y?activación?de?la?enzima?de?15?minutos?a?95ºC?seguido?de?33?ciclos,?














































































Para? la? purificación? de? productos? de? PCR? se? emplearon? los? Montage? PCR?




Se? empleó? el? servicio? de? Secuenciación? del? Instituto? de? Investigaciones?




Las?digestiones?del?DNA? realizadas?mediante?endonucleasas?de? restricción? se?




Las? muestras? de? DNA? plasmídico? y? vírico? digeridas? mediante? enzimas? de?
restricción?se?analizaron?en?geles?de?agarosa?al?0,75%?con?bromuro?de?etidio?0,1??g/ml?
(Serva).?Los?resultados?se?observaron?con?un?transiluminador?de?luz?UV.?Los?productos?
de?PCR? fueron? analizados? en? geles?de? agarosa? al? 1%? en? las?mismas? condiciones.? Se?












recomendaciones? de? la? casa? comercial,? o? mediante? el? método? de? tiocianato? de?
guanidina? (Chomczynski?y?Sacchi,?1987).?Tras? la?extracción,? las?muestras? se? trataban?













? Para? la? obtención? de? cDNA? a? partir? de? las?muestras? obtenidas? de? RNA,? se?
















comercial.? Las? condiciones? de? reacción? fueron? las? siguientes:? un? primer? ciclo? de? 5?
minutos?a?42ºC?para?eliminar?las?posibles?contaminaciones?con?DNA,?un?segundo?ciclo?
de? 15?minutos? a? 42ºC? para? la? retrotranscripción? del? RNA? y? 3?minutos? a? 92ºC? para?
inactivar?la?enzima?RT.?
 Las?reacciones?de?RTqPCR?se?llevaron?a?cabo?en?el?termociclador?Real?Time?PCR?
StepOnePlusTM? (Applied? Biosystems)? empleando? FAST?SYBR? Green? (Applied?
Biosystems),? siguiendo? las? recomendaciones? de? la? casa? comercial.? Cada?mezcla? de?



















































La? sustitución?de? secuencias? reguladoras?de? la? transcripción?endógenas?en?el?
genoma?vírico?por?promotores?que?son?preferentemente?activos?en?células?tumorales?
es? un? método? empleado? para? obtener? especificidad? tumoral? en? virus? oncolíticos?
(Hernández?Alcoceba,? 2011).? Antes? de? crear? un? virus? oncolítico? mediante? esta?






El?plásmido?pACEA?FG? se? construyó? a?partir?del?pGCEA?A,? con? el?objetivo?de?
expresar?la?proteína?EGFP?bajo?el?control?del?promotor?tumoral?del?CEA,?pudiendo?así?
emplearlo? para? analizar? la? actividad? del? promotor.? La? caracterización? de? ambos?
plásmidos? se? llevó? a? cabo? mediante? secuenciación? (cebadores? CEA?S? y? CEA?AS),?
confirmándose? la? correcta? secuencia? del? promotor? del? CEA.? Además,? el? plásmido?
pACEA?FG? (5,9? Kb)? se? caracterizó? por? digestión? enzimática? con? la? enzima?AvrII,? que?









Figura? 15.? Caracterización? del? plásmido? pACEA?FG.? A.?Mapa? de? restricción? del? plásmido? pACEA?FG?





? La?EGFP?se?utilizó?como?proteína?marcadora?para?estudiar? la? funcionalidad?de?
los? promotores? tumorales? hTERT? y? CEA? clonados? en? los? plásmidos? pACEA?FG? y?
PZTERGF?(Piñero,?2009).?Para?ello,?se?transfectaron?los?plásmidos?pZTERGF?y?pACEA?FG?
en? células? HeLa? Tet?Off.? La? expresión? de? la? EGFP? se? detectó? por? microscopía? de?
fluorescencia?a? las?24?horas?post?transfección?(Figura?16A).?Las?células?se?fijaron?a? las?
24?horas?y?se?valoró?la?expresión?de?la?EGFP?mediante?citometría?de?flujo.?Se?observó?
que? ambos? promotores? tumorales? son? funcionales? al? haber? expresión? de? la? EGFP,?
detectándose? el? doble? de? fluorescencia? en? el? pZTERGF? que? en? el? pACEA?FG? (Figura?
16B).? El? plásmido? pUC18? se? empleó? como? control? negativo? de? fluorescencia? y? para?
marcar?el?fondo?de?detección.?
?





Figura? 16.?Análisis? funcional? de? los? promotores? hTERT? y? CEA? a? través? de? la? expresión? de? la? EGFP.?
Transfección? de? los? plásmidos? pZTERGF? y? pACEA?FG? en? células? HeLa? Tet?Off.? El? plásmido? pUC18? se?
empleó? como? control? negativo.? A.? Imágenes? de? las? transfecciones? obtenidas? por? microscopía? de?





El? plásmido? pACEA180? se? construyó? para? expresar? la? proteína? IE180? de? PRV?
bajo? el? control? del? promotor? tumoral? del? CEA,? para? analizar? su? funcionalidad? y? sus?
niveles?de?expresión,?de?cara?al?objetivo?de?obtener?virus?oncolíticos?cuya? IE180?esté?
controlada? por? promotores? tumorales? humanos.? La? caracterización? de? ambos?
plásmidos?se?llevó?a?cabo?mediante?digestión?con?enzimas?de?restricción?(Figura?17).?Se?






confirmando? la? inserción? del? fragmento? Bs.? El? plásmido? pACEA180Bs? se? caracterizó?










5.1.2.2? Análisis? de? la? transactivación? de? la? expresión? de? EGFP? por? promotores?
tumorales?




pATER180? (Piñero,? 2009)? y? pACEA180.? La? cotransfección? de? los? plásmidos? pAZT180,?
pATER180? y? pACEA180? con? el? plásmido? pZGF?SD4? produce? la? transactivación? del?








 Para?este?estudio? se? cotransfectaron? células?HeLa?Tet?Off.? La?expresión?de? la?
EGFP?se?detectó?por?microscopía?de?fluorescencia?(Figura?18A).?Las?células?se?fijaron?a?
las? 24? horas? y? se? valoró? la? expresión? de? la? EGFP?mediante? citometría? de? flujo.? Se?
observó? que? la? expresión? de? la? EGFP? bajo? el? control? del? promotor? inmediatamente?
temprano?de?CMV? (plásmido?pEGFP?N1)?es?de?9,3? veces,?mucho?mayor?que?bajo?el?
control? del? promotor? de? la? gG? (plásmido? pZGF?SD4),? pero? este? último? aumenta? su?




control? del? promotor? tumoral? hTERT? (plásmido? pATER180)? y? de? 6,3? veces? bajo? el?
control?del?promotor?tumoral?del?CEA?(plásmido?pACEA180)?(Figura?18B).??
La?expresión?de? la?EGFP?bajo?el? control?del?promotor?de? la?gG?en? las? células?
HeLa?Tet?Off?es? independiente?del?transactivador?controlado?por?tetraciclina?(tTA),?ya?


























El? plásmido? p30GF? se? construyó? a? partir? del? pGEL30,? como? referencia? de? la?
expresión?de?la?proteína?EGFP?bajo?el?control?del?promotor?temprano?del?gen?UL30?de?
PRV? (Figura? 23).? La? caracterización? del? plásmido? pGEL30? se? llevó? a? cabo?mediante?
secuenciación?(cebadores?DNApol?D?y?DNApol?R),?confirmándose?la?correcta?secuencia?




















estudio? tomándola? como? referencia? y? control? de? los? efectos? de? las? ? proteínas?
inmediatamente?tempranas?sobre?los?promotores?tumorales.?
Para?examinar?el?papel?de? las?proteínas? IE180?de?PRV?e? ICP4?de?HSV?1?en? la?
actividad?de? los?promotores?tumorales?hTERT?y?CEA?obtenidos,?se?realizaron?ensayos?
con?plásmidos?que?expresan?la?EGFP?bajo?el?control?de?los?mismos?(pZTERGF?y?pACEA?
FG).? Estos? plásmidos? se? cotransfectaron? con? plásmidos? que? expresan? la? IE180?
(pAZT180)? o? la? ICP4? (ptetICP4lac)? bajo? el? control? del? promotor? inducible? por?
tetraciclina?Ptet,?el?cual?produce?una?alta?expresión?de?proteínas?en? las?células?HeLa?
Tet?Off.? La? actividad? de? la? proteína? ICP4? expresada? por? el? plásmido? ptetICP4lac? se?




Figura?20.?Análisis?de? la?actividad?de? la?proteína? ICP4.?Transfección?del?plásmido?ptetICP4lac? con?el?
virus? R120vGF? en? células? HeLa? Tet?Off.? El? plásmido? pUC18? se? empleó? como? control? negativo.? A.?
Imágenes?de?las?transfecciones?obtenidas?por?microscopía?de?fluorescencia?24?horas?post?transfección.?
B.? Datos? de? la? medición? por? citometría? de? flujo? de? la? intensidad? de? fluorescencia? media? de? las?
transfecciones?a?las?24?horas.?




 Para?este?estudio? se? cotransfectaron? células?HeLa?Tet?Off.? La?expresión?de? la?
EGFP?se?detectó?por?microscopía?de?fluorescencia?(Figuras?21A,?22A?y?23A).?Las?células?




presencia?de? la? IE180? induce? la?expresión?de? la?EGFP?bajo?el? control?del?CEA?en?4,8?
















Figura?22.?Efecto?de? las?proteínas?IE180?e?ICP4?sobre?el?promotor?CEA.?Estudio?de? la? influencia?de? las?



















Figura? 23.? Análisis? comparativo? de? la? actividad? de? la? proteína? IE180? sobre? el? promotor? hTERT? y?
promotores?tempranos?de?PRV.?Estudio?de?la?influencia?de?la?proteína?IE180?de?PRV,?expresada?bajo?el?
control? de? su? propio? promotor? (pRIE180),? sobre? la? activación? del? promotor? hTERT? (pZTERGF)? y? de?
promotores? tempranos?de?PRV? (promotor?gG,?plásmido?pZGF?SD4,?y?promotor?de? la?DNA?polimerasa,?
plásmido?p30GF).?Cotransfección?de?los?plásmidos?p30GF,?pZGF?SD4?o?pZTERGF?con?el?plásmido?pRIE180?
en?células?HeLa?Tet?Off.?A.? Imágenes?de? las?transfecciones?obtenidas?por?microscopía?de?fluorescencia?










Una? vez? que? se? analizó? y? confirmó? el? correcto? funcionamiento? de? los?
promotores? tumorales? humanos? obtenidos,? se? pasó? a? la? construcción? de? virus? PRV?
recombinantes?cuya?proteína?IE180?estuviera?regulada?por?los?promotores?hTERT?o?del?
CEA.?La?estrategia?para?la?obtención?de?cada?uno?de? los?virus?oncolíticos?consistió,?en?
primer? lugar,? en? construir? un? plásmido? que? tuviera? las? zonas? de? recombinación?
homólogas?OriS? y? pac? flanqueando? el? casete? de? expresión? formado? por? la? proteína?
IE180? bajo? el? control? de? un? promotor? tumoral,? hTERT? o? CEA.?Una? vez? obtenidos? y?
caracterizados? los? plásmidos,? se? obtuvieron? los? virus? oncolíticos? mediante?
recombinación?homóloga? con? el?PBAC90?o? con? el?PBAC80.? La? recombinación? con? el?
PBAC90?hace?que?los?virus?resultantes?tengan?una?única?copia?de?la?IE180?regulada?por?
el? promotor? tumoral? (PRV?TER? y? PRV?CEA).?Mientras? que? la? recombinación? con? el?
PBAC80?hace?que?los?virus?resultantes?tengan?dos?copias?de?la?IE180,?una?regulada?por?
el?promotor?Ptet? y?otra?por?el?promotor? tumoral? (PRV?T180TER? y?PRV?T180CEA).? La?
presencia?en?estos?virus?de? la?copia?de? IE180?regulada? ?por?el?promotor?Ptet?tiene? la?




? Para? la? consecución?del?objetivo?de?obtener? virus?PRV?oncolíticos,?en?primer?
lugar?se?construyeron?plásmidos?que?llevaran?la?construcción?de?la?proteína?IE180?bajo?
control? de? los? promotores? tumorales? hTERT? o? CEA.? La? caracterización? de? ambos?
plásmidos?se?llevó?a?cabo?mediante?digestión?enzimática?(Figura?24).?Para?el?plásmido?
pOTER180N?(11,6?Kb)?se?empleó? la?enzima?BstEII?que?origina?tres?fragmentos,?de?0,8,?
1,8? y? 9? Kb.? ? Para? el? plásmido? pOCEA180N? (11,5? Kb)? se? empleó? la? enzima? ScaI,? que?
origina?dos?fragmentos,?uno?de?4?Kb?y?otro?de?7,5?Kb.?
?






plásmidos?pOTER180N?y?pOCEA180N,?donde?se? indica? la?posición?de? las?dianas?de? restricción?BstEII?y?








? Los? virus? descritos? en? este? apartado? se? obtuvieron?mediante? recombinación?
homóloga?al?cotransfectar?fragmentos?de?los?plásmidos?anteriormente?descritos?con?el?





infectadas? con? vBecker2,? PRV?TER? o? PRV?CEA.? Además? del? vBecker2,? se? empleó? el?







del? promotor? tumoral? y? parte? de? la? proteína? IE180? (cebadores? TERT?2D? y? 180?AS,?
tamaño? del? amplicón:? 710? pb,? para? el? virus? PRV?TER? y? cebadores? CEA?S? y? 180?AS,?
tamaño?del?amplicón:?636?pb,?para?el?virus?PRV?CEA).?Se?amplificó?un? fragmento?del?
gen? de? la? DNA? polimerasa? de? PRV? (cebadores? DNApol?D? y? DNApol?R,? tamaño? del?











DNA? de? los? virus? vBecker2,? PRV?TER? y? PRV?CEA,? en? la? que? se? amplificaron? los? genes? de? la? DNA?
polimerasa?(DNApol,?tamaño?del?amplicón:?523?pb)?e?IE180?de?PRV?(tamaño?del?amplicón:?1.201?pb),?así?
como? fragmentos?que? incluyen?parte?del?promotor? tumoral?y?parte?de? la? IE180? (TER?180,? tamaño?del?




? Los? virus? descritos? en? este? apartado,? se? obtuvieron?mediante? recombinación?
homóloga?al?cotransfectar?fragmentos?de?los?plásmidos?anteriormente?descritos?con?el?
PBAC80.?Por? lo?que?estos?virus? llevan?en?su?genoma?dos?copias?de? la?proteína? IE180,?
una?de?ellas?se?encuentra?bajo?el?control?del?promotor?inducible?Ptet?y?la?otra?bajo?el?
control?de?un?promotor?tumoral.?







Tet?Off? infectadas? con? PRV?T180TER? o? PRV?T180CEA.? Además,? se? emplearon? el?
PBAC80,? pOTER180N? y? pOCEA180N? como? controles? positivos? de? las? reacciones.? Se?
amplificaron?fragmentos?específicos?del?promotor?hTERT?(cebadores?TERT?2D?y?TERT?
2R,? tamaño?del? amplicón:?553?pb),?del?CEA? (cebadores?CEA?S? y?CEA?AS,? tamaño?del?
amplicón:?482?pb)?y?un?fragmento?que?incluye?parte?del?promotor?tumoral?y?parte?de?
la?proteína?IE180?(cebadores?TERT?2D?y?180?AS,?tamaño?del?amplicón:?710?pb,?para?el?
promotor?hTERT? y? cebadores?CEA?S? y?180?AS,? tamaño?del? amplicón:?636?pb?para?el?




mismos.? Se? observó? que? el? virus? PRV?T180TER? presenta? tanto? el? promotor? de? la?










amplicón:? 553? pb),? el? promotor? del? CEA? (Pr? CEA,? tamaño? del? amplicón:? 482? pb)? y? fragmentos? que?
incluyen?parte?del?promotor?tumoral?y?parte?de?la?IE180?(TER?180,?tamaño?del?amplicón:?710?pb,?y?CEA?
180,? tamaño?del? amplicón:?636?pb).?Control?positivo? PBAC80? (1a);? control?positivo?pOTER180N? (1b);?






5.2.3? Expresión? del? gen? IE180? por? los? virus? recombinantes? PRV?T180TER? y? PRV?
T180CEA?
Debido? a? la? presencia? de? dos? copias? de? la? proteína? IE180? reguladas? bajo? el?
control?de?dos?promotores?distintos?(promotor?inducible?Ptet?y?promotor?tumoral),?los?
virus?PRV?T180TER?y?PRV?T180CEA?se?caracterizaron,?además,?mediante?RT?PCR,?con?el?
fin?de?confirmar? la?expresión?de? la?IE180?bajo? los?promotores?tumorales.?Para?ello,?se?
diseñaron?unos?cebadores?que?amplifican?en? la?secuencia? líder? (5’UTR)?de? los?mRNA?






virus? PRV?T180CEA,? se? empleó? la? pareja? de? cebadores? L?CEA? y? 180?AS? (tamaño? del?
amplicón:? 208? pb).? Como? control? interno? de? la? reacción? se? empleó? el? gen? celular?
GAPDH? (cebadores? GAPDH?S? y? GAPDH?AS,? tamaño? del? amplicón:? 587? pb).? Los?
fragmentos?resultantes?se?analizaron?en?un?gel?de?agarosa?al?1%?y? la?especificidad?de?
los?productos?amplificados?se?confirmó?por?el?tamaño?de? los?mismos.?Se?observó?que?
el? virus? PRV?T180TER? presenta? tanto? el? promotor? de? la? telomerasa? como? la?
construcción? de? la? IE180? regulada? por? el? promotor? de? la? telomerasa? (Figura? 27).?Al?
igual?que?el?virus?PRV?T180CEA,?que?presenta?el?promotor?del?CEA?y?la?construcción?de?
la? IE180? regulada? por? el? promotor? del? CEA? (Figura? 27).? El? fragmento? de? la? DNA?
polimerasa?se?amplifica?en?los?dos?virus?y?en?el?PBAC80?(Figura?27).?
? ?


























retrotranscripción? del? RNA,? se? llevó? a? cabo? la? reacción? de? qPCR,? en? la? que? se?
emplearon?las?parejas?de?cebadores?q180?S?y?q180?AS?(tamaño?del?amplicón:?122?pb).?























infectadas? con? el? virus? PRV?CEA?mostraban? un? efecto? citopático?más? severo? que? el?
causado? por? el? virus? parental? vBecker2,? caracterizado? principalmente? por? el?
redondeamiento? de? las? células? y? su? desprendimiento? progresivo? del? soporte.? Para?










U2OS? infectadas? por? 24? y? 48? horas? con? los? virus? vBecker2? y? PRV?CEA? (MOI? 0,1)? obtenidas? por?
microscopía?óptica.?Se?observa?el?efecto?citopático?diferencial?causado?por?ambos?virus.?
 
 En? la? figura?29?puede? apreciarse?el?progreso?de? la? infección?en? ambos? virus.?
Comparada? a? las? células? infectadas? con? vBecker2,? la?morfología? presentada? por? las?
células? U2OS? infectadas? por? el? PRV?CEA? muestra,? tras? 48? hpi,? similitudes? con? la?
observada?en?casos?de?apoptosis,?como?la?reducción?del?volumen?o?la?alteración?de?la?
membrana? plasmática? en? la? que? aparecen? protuberancias? (Taylor? y? col.,? 2008).?
Además,?una? inducción?de?apoptosis?por?PRV?CEA?puede?ser?posible?por?el?hecho?de?
que?este?virus?expresa?unos?altos?niveles?de?la?proteína?IE180,?en?comparación?con?el?












Para? conseguir? este? objetivo,? se? realizó? un? ensayo? de? marcaje? celular? con?
anexina? V.? Se? infectaron?monocapas? subconfluentes? de? células? U2OS? con? los? virus?
vBecker2,?PRV?TER? y?PRV?CEA? a?MOI?0,2.?A? las?24?hpi? se? recogieron? y?marcaron? las?
células? con? anexina?V? (conjugada? con?APC)? y?DAPI.? Seguidamente,? se?procedió? a? su?
análisis? mediante? citometría? de? flujo.? Los? datos? recogidos? se? analizaron? con? el?
programa?FlowJo?(Figura?30A).?Se?observó?que?los?niveles?de?apoptosis?total?(temprana?
más?tardía)?son?similares?entre?los?virus?vBecker2?y?PRV?TER,?siendo?un?poco?menor?la?
apoptosis? temprana? y?mayor? la? apoptosis? tardía? en? el? vBecker2? que? en? el? PRV?TER?
(Figura? 30B).? Sin? embargo,? en? el? PRV?CEA? los? niveles? de? apoptosis? temprana? son?






CEA,? analizado? por? citometría? de? flujo? y? tinción? con? Anexina? V/DAPI.?A.?Dot? plot? que? representa? el?
porcentaje? de? células? vivas? (i),? células? positivas? para? apoptosis? temprana? (ii),? células? positivas? para?
apoptosis?tardía?(iii)?y?células?muertas?(iv).?B.?Representación?de? la?media?de? los?datos?obtenidos?para?
apoptosis?temprana?y?apoptosis?tardía.?




Esta?capacidad?de? la?proteína? IE180?para? inducir?apoptosis?se?confirmó?en? las?
células? PK15?IE180,? que? expresan? de? manera? estable? la? IE180? bajo? el? control? del?
promotor? inducible?por?tetraciclina?(Ptet)? (Oyibo?y?col.,?2014).?Para?ello?se? incubaron?
las? células? PK15?IE180? en? presencia? de? doxiciclina? y? se? recogieron? y?marcaron? con?
anexina?V? tras?48?horas?post?inducción.? Los?datos? recogidos?mediante? citometría?de?
flujo?se?analizaron?con?el?programa?FlowJo?(Figura?31A).?Se?observó?que?en?presencia?
de?doxiciclina?la?expresión?de?IE180?induce?tanto?la?apoptosis?temprana?como?la?tardía?
al? compararlo? con? las? células? no? tratadas? (Figura? 31B).? Los? niveles? de? apoptosis?
temprana?aumentan?3,6?veces,?al?obtenerse?valores?de?4,81%?con? inducción?frente?al?




Figura? 31.? Análisis? de? la? inducción? de? apoptosis? por? la? IE180? en? células? PK15?IE180.? Ensayo? de?
cuantificación? de? apoptosis? en? células? PK15?IE180? incubadas? en? presencia? de? doxiciclina? (DOX),?
analizado?por?citometría?de?flujo?y?tinción?con?Anexina?V/DAPI.?A.?Dot?plot?que?representa?el?porcentaje?
de?células?vivas?(i),?células?positivas?para?apoptosis?temprana?(ii),?células?positivas?para?apoptosis?tardía?















colon)?y?U2OS? (osteosarcoma).?Como? células? control?no? tumorales,? se? seleccionaron?
las?FP7?(fibroblastos?de?pulmón?humano).?
 Para? analizar? los? niveles? de? producción? de? los? cuatro? virus? recombinantes?
obtenidos,? se? realizó?un? análisis?del? crecimiento?en?distintas? líneas? tumorales,?en?el?
que? se? empleó? como? control? el? virus? vBecker2,? generado? al? transfectar? el? BAC?
pBecker2? que? contiene? todo? el? genoma? de? la? cepa? virulenta? PRV?Becker? (Smith? y?
Enquist,?2000)?y?que?ha?sido?usado?como?BAC?parental?para?la?generación?de?los?cuatro?
virus? recombinantes? de? este? estudio.? El? virus? PRV?BT90,? se? ha? empleado? como?
referencia?de?los?virus?PRV?T180TER?y?PRV?T180CEA,?al?expresar?una?única?copia?de?la?
proteína? IE180? controlada?por?el?promotor? inducible?por? tetraciclina.?Además,? se?ha?
incluido?en?este?ensayo?el?virus?recombinante?N1aHTK,?que?posee?el?gen?de? la?TK?de?
HSV?1? (Gómez?Sebastián?y?Tabarés,?2004),?para?el?que?se?ha?empleado?el?virus?PRV?
NIA3?como? referencia.?Para?ello,? se? infectaron?monocapas? subconfluentes?de?células?













crecimiento?de? los?virus? recombinantes? (MOI?0,1)?en? las? líneas? celulares?FP7,?HeLa,?U2OS?y?HT29.?A.?















- vBecker2? y?PRV?T180TER.? vBecker2? tiene?mayores? títulos? de? crecimiento.? La?
diferencia?más?notable?se?vuelve?a?dar?en?células?FP7,?donde?vBecker2?tiene?un?
título? de? crecimiento? de? 4? logs? por? encima? de? PRV?T180TER.? En? el? resto? de?
células,?la?diferencia?es?de?2,1?logs?en?HeLa,?1,6?en?U2OS?y?2?en?HT29.?
??









- PRV?BT90? y?PRV?T180CEA.?PRV?BT90?no? crece?en? células? FP7,? ?mientras?que?




- vBecker2? y? PRV?TER.? vBecker2? tiene? mayores? títulos? de? crecimiento.? Se?
observó?una?baja?capacidad?de? infección?de?PRV?TER?en?células?FP7,?siendo?el?
título?de?vBecker2?3,6?logs?mayor.?En?células?HeLa,?vBecker2?tiene?un?título?1,8?
logs?mayor? a?PRV?TER,?mientras?que?en?U2OS? y?HT29? la?diferencia?es?de?un?
logaritmo.?
??









- PRV?NIA3? y? vBecker2.? Entre? los? dos? virus? parentales? las? diferencias? de?























Respecto? a? las? propiedades? citolíticas? de? los? virus? recombinantes? obtenidos,?
observamos?que?en?las?células?FP7,?no?tumorales,?todos?crecen?con?un?título?inferior?a?
3?logs.?En?las?líneas?celulares?tumorales,?los?que?muestran?un?mayor?título?y?una?mayor?
homogeneidad? de? infección? en? las? tres? líneas,? son? los? virus? PRV?TER? y? PRV?CEA.?









Una? vez? analizadas? las?propiedades? citolíticas?de? los? virus?en? líneas? celulares?







virus? PRV?T180TER? y? PRV?T180CEA.? También? se? incluyeron? en? el? ensayo? los? virus?
N1aHTK?y?el?PRV?NIA3.?Para?ello,?se? infectaron?monocapas?subconfluentes?de?células?














B.? Imágenes?de? las? células? infectadas? con? los? virus? vBecker2,?PRV?BT90,?PRV?T180TER,?PRV?T180CEA,?
PRV?TER?y?PRV?CEA?obtenidas?por?microscopía?óptica.?C.?Imágenes?de?las?células?infectadas?con?los?virus?
PRV?NIA3?y?N1aHTK.?




Se? observó? que? hay? diferencias? de? crecimiento? entre? los? virus? parentales? y?
entre?los?virus?recombinantes?dependiendo?del?tipo?celular?(Figuras?34?y?35):?
- vBecker2?y?PRV?BT90.?Se?observa?que?el?virus?PRV?BT90?no?es?capaz?de?replicar?

























- vBecker2? y? PRV?TER.? El? virus? PRV?TER? no? es? capaz? de? replicar? en? las? líneas?








- vBecker2? y? PRV?CEA.? El? virus? PRV?CEA? no? es? capaz? de? replicar? en? las? líneas?





- PRV?NIA3? y? vBecker2.? Entre? los? dos? virus? parentales? las? diferencias? de?
crecimiento?obtenidas? son?mínimas?en? las? líneas?215?y?354.?Mientras?que?en?
células?HPDE? se?observa?un? crecimiento?de?PRV?NIA3?de?2,2? logs?mayor?que?
PRV?NIA3?y?1?logaritmo?mayor?en?las?células?185.?
??






















replicar? en? las? células? control? FP? y? HPDE,? mientras? que? sí? lo? hace? en? las? líneas?













Para? confirmar? los? resultados?obtenidos? con? el? virus?PRV?BT90,? se? realizó?un?









Figura? 36.? Análisis? de? los? ensayos? de? producción? de? virus? en? células? no? tumorales.? Análisis? del?
















obtenidos? en? las? células? Vero? confirman? la? capacidad? de? replicación? del? virus? PRV?





? El? plásmido? pOtTA? se? construyó? a? partir? del? plásmido? pUHD15?1? (Gossen? y?
Bujard,? 1992),? con? el? objetivo? de? expresar? el? transactivador? tTA,? pudiendo? así?
emplearlo?para?potenciar? la? actividad?del?promotor? inducible?por? tetraciclina? en? los?
virus?cuya?IE180?está?regulada?por?el?mismo.?
? La? caracterización? del? plásmido? pOtTA? se? llevó? a? cabo? mediante? digestión?
enzimática?y?se?empleó?el?plásmido?pOPC1?como?control?(Figura?37).?Se?emplearon?las?
enzimas?HincII?(origina?dos?fragmentos?de?1,5?y?5,9?Kb?en?pOtTA?y? lineariza?el?pOPC1?




Figura? 37.? Caracterización? del? plásmido? pOtTA.? A.?Mapas? de? restricción? de? los? plásmidos? pOtTA? y?
pOPC1? donde? se? indica? la? posición? de? las? dianas? de? restricción? HincI? y? EcoRI? empleadas? para? su?
caracterización.? B.?Marcador? de? tamaño? de? DNA? 1? Kb? Ladder? (carril? A);? pOPC1? digerido? con? HincII?








Para?estudiar?el?efecto?del? transactivador? tTA?sobre? la?actividad?del?promotor?
inducible? por? tetraciclina? en? el? contexto? de? una? infección? vírica,? se? analizó? la?
producción?de? la?EGFP?por?el?virus? recombinante?PRV?BT80GF?como? indicador?de? su?
capacidad?de?replicación.??
Para?ello,? se? transfectaron? células?PK15? con? los?plásmidos?pOtTA? y?pORIPAC,?
este?último? como? control.?A? las?24?horas,? las? células? se? infectaron? con?el?virus?PRV?
BT80GF? a? una?MOI? de? 0,1.? La? expresión? de? la? EGFP? se? detectó? por?microscopía? de?
fluorescencia? (Figura? 38A).? Las? células? se? fijaron? a? las? 24? horas? post?infección? y? se?
valoró? la?expresión?de? la?EGFP?mediante? citometría?de? flujo.?Se?empleó?el?plásmido?
pUC18?como?control?negativo?de?fluorescencia?y?el?pOZPAC?GF?como?control?positivo?











Figura? 38.? Análisis? del? efecto? del? transactivador? tTA? en? la? actividad? del? promotor? inducible? por?
tetraciclina.?Transfección?en?PK15?de?los?plásmidos?pORIPAC?o?pOtTA?e?infección?con?PRV?BT80GF?a?MOI?
0,1.? Los? plásmidos? pUC180? y? pOZPAC?GF? se? emplearon? como? control? negativo? y? positivo? de? la?
transfección,? respectivamente.? A.? Imágenes? de? las? células? transfectadas? e? infectadas? obtenidas? por?
microscopía?de?fluorescencia?24?horas?post?infección.?B.?Datos?de?la?medición?por?citometría?de?flujo?de?





los?plásmidos?pOtTA?y?pORIPAC.?A? las?24?horas,? las?células?se? infectaron?con?el?virus?
PRV?BT80GF? a? una?MOI? de? 0,1.? A? las? 24? horas? tras? la? infección,? se? recogieron? las?
infecciones?y?se?titularon?en?células?Vero.?En? los?resultados?obtenidos,?se?observa?un?




















de? fluorescencia? 48? horas? post?infección.? B.? Estudio? del? crecimiento? de? los? virus? tras? 48? horas? de?
infección.?




  Se? observó? que? PRV?BT80GF? es? capaz? de? replicar? en? las? líneas? tumorales,?
mostrando?un?comportamiento?similar?al?virus?control?XGF?N?respecto?a?su?capacidad?




- Panc1.? Esta? es? la? línea? en? la? que? se? obtienen? los? mayores? títulos? en? las?
infecciones.?XGF?N? tiene?un? título?de?crecimiento?de?6,5? logs,?PRV?BT80GF?de?
5,7?y?PRV?BT80GF?con?el?transactivador?tTA?de?4,9?logs.??
?









































virología? oncolítica? se? seleccionan? promotores? de? genes? específicos? tumorales,? con?
baja?o?nula?actividad?en?células?normales,?para?regular?la?transcripción?de?genes?víricos?
esenciales?con?el?fin?de?aumentar? la?selectividad?y? la?capacidad?oncolítica?de? los?virus?
empleados? (Dorer?y?Nettelbeck,?2009;?Zeyaullah?y?col.,?2012).?En?nuestro? laboratorio?
se? seleccionaron? dos? promotores? de? genes? tumorales? humanos,? la? telomerasa?
transcriptasa?inversa?(hTERT),?activa?en?aproximadamente?el?90%?de?los?cánceres,?y?el?
antígeno?carcinoembrionario?(CEA),?que?a?pesar?de?ser?una?molécula?que?se?expresa?en?










pACEA?FG,?en?el?que?el?promotor? regula? la?expresión?de? la?proteína?EGFP.?El?mismo?
procedimiento?se?realizó?con?el?promotor?hTERT,?obteniéndose?el?plásmido?pZTERGF?
(Piñero,?2009).?Para?evaluar?si?las?secuencias?amplificadas?funcionan?como?promotores?








plásmido? pZTERGF? era? el? doble? que? para? el? pACEA?FG? (Figura? 16B),? sugiriendo? una?
mayor?fuerza?de?transcripción?para?el?promotor?hTERT?que?para?el?CEA.?
Como? se? ha? comentado? en? la? introducción,? los? genes? inmediatamente?
tempranos? de? los? herpesvirus? funcionan? como? transactivadores? de? la? expresión? de?
genes?tempranos?y?tardíos,?por? lo?que?aprovechamos?esta?característica?para?generar?
un? sistema? de? transactivación? que? nos? permite? analizar? de? manera? indirecta? la?
capacidad?de?los?promotores?hTERT?y?CEA?para?dirigir?la?expresión?de?la?proteína?IE180?
de?PRV?al?medir? la?transactivación?del?promotor?temprano?de? la?gG?de?PRV,?presente?
en? el? plásmido? pZGF?SD4,? en? presencia? de? IE180.? Para? ello? se? construyeron? los?
plásmidos?pACEA180,?en?el?que?el?promotor?del?CEA? regula? la?expresión?de? IE180,?y?
pATER180,?en?el?que?el?promotor?hTERT?regula? la?expresión?de? IE180? (Piñero,?2009).?
Gracias? a? este? sistema? pudimos?medir? y? confirmar? la? actividad? de? los? promotores?





Existen? varios? estudios? en? los? que? se? describe? a? la? IE180? como? un? potente?
transactivador,? ya? que? es? incluso? capaz? de? activar? la? transcripción? de? promotores?
humanos?como?la?topoisomerasa?I?(Wong?y?col.,?1997)?o?la?beta?globina?(Green?y?col.,?
1983).?Por?ello,?decidimos?analizar?el?posible?efecto?de? la? IE180?sobre? la?actividad?de?
los?promotores?tumorales?hTERT?y?CEA.?Este?paso?es?necesario?cuando? la?finalidad?es?
construir?un?virus?oncolítico,?donde?un?promotor?celular?va?a?controlar?la?expresión?de?
una?proteína?vírica?que? tiene? fuertes?propiedades?de? transactivación? como? la? IE180.?
Además,?por?su?homología?con? la? IE180,? incluimos?como?referencia?en?el?estudio?a? la?
ICP4,?una?de? las?proteínas? inmediatamente? tempranas?de?HSV?1.? ICP4?es? la?principal?
proteína? reguladora? de?HSV?1,? siendo? esencial? en? su? ciclo? de? replicación.? Para? ICP4?







plásmidos?que?expresan? la? IE180?(pAZT180)?o? la? ICP4?(ptetICP4lac)?bajo?el?control?del?
promotor? inducible? por? tetraciclina? Ptet,? el? cual? nos? asegura? una? alta? expresión? de?




activa? al?promotor?CEA? (Figuras?21,?22? y?23).? IE180?e? ICP4? tienen?un? alto? grado?de?
similitud? y? comparten? dominios? funcionales? similares? (Cheung,? 1989;? Vlcek? y? col.,?
1989)?y?ambas?son?capaces?de?activar?la?transcripción?de?promotores?humanos,?por?lo?
que? resulta?sorprendente?su?comportamiento?contrario? respecto?al?promotor?hTERT.?
Este? comportamiento? podría? relacionarse? a? interacciones? con? factores? celulares?
involucrados?en? la?transcripción?como?el?factor?de?transcripción?II?D?(TFIID),?ya?que,?a?
pesar? de? su? homología,? no? se? han? identificado? secuencias? promotoras? que? estén?





ver? reducida? su? actividad? e? incluso? perder? su? especificidad? de? tejido? a? causa? de?
proteínas?víricas?con?actividad?transcripcional?directa?o? indirecta?(Dorer?y?Nettelbeck,?
2009)?o?de? secuencias? reguladoras?víricas? (Hurtado? y? col.,?2004).?En?nuestro? caso,? y?
conociendo? la? fuerte? actividad? reguladora? de? IE180,? es? necesario? este? estudio? para?
asegurar?que?los?promotores?posean?la?suficiente?fuerza?transcripcional?para?conseguir?










PRV? ha? sido? empleado? como? vector? vacunal? en? distintas? enfermedades? del?
cerdo? (Hooft?van? Iddekinge?y?col.,?1996;?Hong?y?col.,?2007;?Lei,?y?col.,?2016;)?y?como?
vector?de?expresión?de?proteínas?foráneas?(Irnaten?y?col.,?2001;?Prieto?y?col.,?2002).?En?
el? año? 2002? se? hizo? una? primera? aproximación? en? el? empleo? de? PRV? como? agente?
oncolítico? al? analizar? el? crecimiento? de? distintas? cepas?mutantes? de? PRV? en? células?
tumorales?humanas?de?neuroblastoma,?glioblastoma?y?hepatoma,?además?de? in?vivo?
en?tumores?humanos?y?de?ratón?(Boldogköi?y?col.,?2002).?Estos?resultados?llevaron?a?la?
discusión? sobre? el? posible? uso? de? PRV? como? una? nueva? herramienta? terapéutica?
(Boldogköi?y?Nógrádi,?2003),?ya?que,?además?de?mantener? las?ventajas?descritas?para?
HSV?1,? presenta? nuevas? ventajas? para? su? uso? como? vector? oncolítico? al? no? ser? un?
patógeno? humano,? lo? que? evita? la? pre?existencia? de? inmunidad? y? el? riesgo? de?
recombinación?con?virus?PRV?latentes?(Prieto?y?col.,?2002;?Boldogköi?y?Nógrádi,?2003).?
En? este? trabajo,? se? han? construido? cuatro? virus? PRV? recombinantes? que?
expresan? la? proteína? inmediatamente? temprana? IE180? bajo? el? control? de? los?
promotores? tumorales? humanos? hTERT? y? CEA.? Dos? de? ellos,? PRV?TER? y? PRV?CEA,?
poseen? en? su? genoma? una? única? copia? de? la? IE180? expresada? bajo? control? de? un?
promotor?tumoral.?Y?el?otro?par,?PRV?T180TER?y?PRV?T180CEA,?poseen?dos?copias?de?
IE180,? una? de? ellas? expresada? bajo? control? de? un? promotor? tumoral? y? la? otra? bajo?
control? del? promotor? inducible? por? tetraciclina? (Ptet).? La? inserción? de? esta? segunda?
copia?de? IE180?con?el?promotor?Ptet?se? realizó?con? la? intención?de?obtener?mayores?
títulos?víricos?en? los?“stocks”?al? infectar?células?HeLa?Tet?Off,?donde?el?promotor?Ptet?





de? los? virus? PRV?T180TER? y? PRV?T180CEA,? además? se? detectó?mediante? RT?PCR? la?






6.2.1?Análisis?de? la?expresión?del? gen? IE180?en? los? virus? recombinantes?PRV?TER? y?
PRV?CEA?
? Una? vez? obtenidos? los? virus? recombinantes? se? analizó? si? se? mantenía? el?




con? vBecker2,? se?observó?que?para?PRV?TER? los?niveles?de? expresión?de? IE180?bajo?
control?del?promotor?hTERT?se?reducen?ligeramente?a?las?12?hpi?y?aumentan?14?veces?a?
las?24?hpi? (Figura?28),?mientras?que?para?PRV?CEA? los?niveles?de?expresión?de? IE180?
bajo?control?del?promotor?CEA?aumentan?32?veces?en?ambos?tiempos?(Figura?28).?Los?
datos? obtenidos? corroboraron? el? comportamiento? regulador? de? IE180? observado?
anteriormente,?esta?vez?englobándolo?en?el?contexto?de?una? infección?vírica,?y,?dado?






inducen? a? la?muerte? celular? y? a? la? fagocitosis? para? limitar? la? replicación? vírica? y? su?
dispersión? (Roulston? y? col.,? 1999;? Kotwal? y? col.,? 2012;? Zhou? y? col.,? 2017;).? Los? virus?
herpes,?al?igual?que?otros?virus?DNA,?codifican?para?proteínas?que?interfieren?con?esta?
respuesta? apoptótica,? promoviendo? la? supervivencia? celular? para? beneficiar? la?
replicación?vírica?y? la?producción?de?nuevos?viriones? (Aubert?y?col.,?2001).?PRV?es?un?
virus?citocida?que? induce?cambios?rápidos?y?extensos?en?su?hospedador?y?en?cultivos?
celulares.? Los? efectos? citopáticos? dependen? de? la? cepa? y? del? tipo? celular? e? incluyen?
inhibición?de?mitosis,?formación?de?inclusiones?intranucleares,?redondeamiento?celular?
y,?ocasionalmente,? formación?de? sincitios? (Roizman?y?col.,?2007).?Se?ha?descrito?que?






del? sistema? inmune? infiltradas? en? las? zonas? infectadas? del? ganglio? (Alemañ? y? col.,?
2001).?No?obstante,?se?ha?visto?que?esta?inhibición?de?la?apoptosis?en?las?neuronas?es?






las? células.? Sin?embargo,?durante?el? análisis?de? los? virus? recombinantes?observamos?
que? las?células?U2OS? infectadas?con?el?virus?PRV?CEA?mostraban?un?efecto?citopático?
más? severo? (Figura? 29).? La? morfología? que? presentaban? las? células? mostraba?










células? en? apoptosis? tardía? tras? la? infección? con? PRV?CEA? aumentaba? al? 3,47%? en?
comparación? al? 0,52%? y? 0,46%? de? células? infectadas? con? vBecker2? o? PRV?TER,?
respectivamente? (Figura? 30).? Se? observó? un? fenotipo? similar? cuando? la? IE180? era?
expresada? por? las? células? PK15?IE180? de? manera? condicional,? confirmándose? la?
inducción? de? apoptosis? en? estos? casos? (Figura? 31).? Adicionalmente,? se? confirmó? la?
inducción? de? apoptosis? por? la? IE180?mediante? un? estudio? por?Western? blot? de? la?
escisión? por? caspasas? de? la? poli?(ADP? ribosa)? polimerasa? (PARP)? en? células? U2OS?
infectadas?con? los?virus?vBecker2,?PRV?TER?o?PRV?CEA? (datos?no?mostrados;?Lerma?y?
col.,?2016a).?Se?observó?la?presencia?del?producto?de?la?escisión?de?PARP?de?89?KDa?en?






efecto? regulador? que? ejerce? la? IE180? sobre? cada? promotor? tumoral? y? permiten?
confirmar? que? la? sobreexpresión? de? la? IE180? induce? apoptosis.? Este? hecho? resulta?
interesante?al?compararlo?con? la?proteína? inmediatamente? temprana? ICP4?de?HSV?1,?
para? la?que?se?han?propuesto?funciones?anti?apoptóticas?(Leopardi?y?Roizman,?1996).?
Sin? embargo,? esta? función? pro?apoptótica? de? IE180? podría? representar? una? ventaja?
añadida?en?el?contexto?del?diseño?de?vectores?oncolíticos?de?PRV,?ya?que?cuando?su?
expresión? está? dirigida? por? su? propio? promotor? IE180? es? capaz? de? auto?regularse,?
produciendo? los?niveles?necesarios?para? la? replicación?vírica? sin?que? resulten? tóxicos?





? La? viroterapia? oncolítica? es? una? estrategia? terapéutica? que? implica? la?
destrucción? de? las? células? tumorales?mediante? la? replicación? vírica,? y? en? la? que? es?




terapias? específicas? para? su? tratamiento.? Los? virus? PRV? recombinantes? cumplen? con?
estos?criterios,?ya?que?no?se?integran?en?el?genoma?celular,?está?descrito?que?no?causan?
enfermedad?en?el?hombre? (Sawitzky,?1997)?y?existen?varios? fármacos?antiherpéticos,?
generalmente?análogos?de?nucleósidos,? como?el?GCV,?que? son?procesados?por? la?TK?
vírica? (Balfour,? 1999).? Sin? embargo,? la? TK? de? PRV? tiene? una?menor? especificidad? de?
sustrato?que?la?de?HSV?1?(Maga?y?col.,?1993),?produciéndose?una?baja?sensibilidad?de?la?
infección?al?nucleósido?al?producirse?poca?fosforilación?del?mismo?(Gómez?Sebastián?y?
Tabarés,? 2004).? Previamente,? en? nuestro? laboratorio? se? construyó? el? virus? PRV?
recombinante? N1aHTK? que? expresa? la? proteína? TK? de? HSV?1? (Gómez?Sebastián? y?







de? los? viriones? de? PRV? obtenidos? en? células? de? cerdo? es?detectada? por? anticuerpos?
anti???gal? presentes? en? el? suero? humano,? llevando? a? la? neutralización? del? virus?
(Hayashi?y? col.,?2004).?Este?epítopo?no? se?expresa?en? los?denominados?primates?del?





El? crecimiento? de? los? virus? PRV? recombinantes? construidos? en? esta? tesis? se?
estudió?en?líneas?celulares?humanas?de?cáncer?cervical?(HeLa),?osteosarcoma?(U2OS)?y?
cáncer? de? colon? (HT29),? usando? fibroblastos? de? pulmón? (FP)? como? línea? celular? no?
tumoral.? Además,? se? analizó? su? crecimiento? en? las? líneas? primarias? de? cáncer? de?
páncreas? 185,? 215? y? 354,? empleando? células? epiteliales? del? conducto? ductal?
pancreático? humano? (HPDE)? como? control? de? células? no? tumorales.?Al? comienzo?de?
este?estudio?se?partió?con?la?hipótesis?de?que?la?replicación?de?los?virus?recombinantes?
se? vería? favorecida? en? aquellas? células? que? expresaran?más? activamente? los? genes?
hTERT?y?CEA,?por?lo?que?se?realizó?un?análisis?mediante?RT?PCR?para?conocer?los?niveles?
de? expresión? de? los? genes? tumorales? en? las? líneas? celulares? descritas? (datos? no?
mostrados).?Esta?hipótesis?tuvo?que?ser?descartada?al?comparar? los?resultados?de? los?
niveles?de?expresión?de?los?genes?tumorales?con?los?datos?de?crecimiento?de?los?virus?
recombinantes? en? estas? células,? ya? que? no? se? encontró? la? correlación? esperada? en?
todos?los?casos.?Para?poder?explicar?esta?situación?debemos?referirnos?nuevamente?al?




virus? PRV? recombinantes? replican?mejor? en? células? tumorales? que? en? normales.? En?
comparación? con? su? virus?parental? vBecker2,? los? virus? recombinantes?muestran?una?







no? se? detecte? crecimiento? de? los? virus? recombinantes? en? las? células? HPDE? y? 185, 
comportamiento?que?no?es?debido?a?que?estas? líneas?no?expresen? los? receptores?de?
entrada?de?PRV?ya?que?el?virus?parental?vBecker2?es? capaz?de? replicar?en?ambas.?El?
virus?PRV?BT90,?que?expresa?la?IE180?bajo?el?control?del?promotor?Ptet?(Muñoz?y?col.,?
2010),? se? empleó? como? control? para? los? virus? recombinantes? PRV?T180TER? y? PRV?
T180CEA.? De? los? resultados? obtenidos? se? deduce? que? el? promotor? inducible? por?
tetraciclina?no?es?funcional?en?las?células?control?FP,?ya?que?no?se?detectó?crecimiento?
de?este?virus?mientras?que? sí? se?detectó?para? los?virus?PRV?T180TER?y?PRV?T180CEA?
(Figura? 33). En? células? tumorales? el? crecimiento? fue? el? mismo? que? para? los? virus?




beta? inhibe? la?expresión?génica? regulada?por?el?promotor?de?CMV? (Harms?y?Splitter,?
1995;?Sainz?y?col.,?2005),?al?analizarse?en?el? laboratorio? los?niveles?de?producción?de?
interferón? de? las? líneas? primarias? de? cáncer? de? páncreas? (Sainz? B.? Jr.,? datos? no?
mostrados)? se? observa? una? correlación? inversa? entre? los? niveles? de? interferón? y? el?
crecimiento?del?virus?PRV?BT90,?siendo?la?línea?215?en?la?que?se?detectaron?los?niveles?
más?bajos?de? IFN? y? la?única?donde?PRV?BT90?es? capaz?de? crecer.?Esto? indica?que?el?
crecimiento? de? los? virus? recombinantes? detectado? en? la? línea? 354? es? debido?
únicamente?a?la?regulación?de?los?promotores?tumorales.?En?estos?resultados?hay?que?
tener? en? cuenta? que? la? concentración? de? los? virus? PRV?T180TER? y? PRV?T180CEA,?
titulados?en?células?U2OS,?tiene?un? logaritmo?menos?que?si?se?titulan?en?células?HeLa?
Tet?Off? (datos?no?mostrados),?ya?que?en?estas?células,?al?activarse?el?promotor?Ptet,?
hay? mayor? sensibilidad? para? su? detección.? Mencionar? también? que? los? títulos? de?
crecimiento? obtenidos? para? el? virus? recombinante? PRV?T180CEA? son? un? logaritmo?
menor?de? lo?esperado,?al?compararlo?con?PRV?BT90,?en? las?células?HeLa,?HT29?y?215.?
Como? ya? se?ha? comentado? anteriormente,?este? virus,? junto? con?el?PRV?T180TER,? se?









el?PRV?T180CEA?haga?que? interfieran?el?uno? con?el?otro,?haciendo?que?disminuya? la?
actividad?del?CEA,?aunque?el?análisis?de?estos?resultados?se?profundizará?en?el?futuro.??
El?virus?recombinante?N1aHTK?muestra?un?patrón?de?crecimiento?similar?al?de?






el? virus? vBecker2.? vBecker2? tiene? mayor? capacidad? para? infectar? las? células? FP,?
mientras?que?N1aHTK?y?PRV?NIA3?muestran?una?reducción?de?título?de?2?logaritmos?en?
estas? células? (Figura? 33).? Al? analizar? su? crecimiento? en? las? células? HPDE? nos?
encontramos?con?la?situación?inversa,?N1aHTK?y?PRV?NIA3?tienen?mayor?capacidad?de?
infección? y? vBecker2? reduce? su? crecimiento? en? 2? logaritmos? (Figura? 35).? Estos?
resultados?crean?la?necesidad?de?realizar?futuros?estudios,?en?más?líneas?celulares?o?de?
entrada? vírica,? que? ayuden? a? comprender? las? bases? de? este? comportamiento?
diferencial?entre?distintas?cepas?de?PRV?al? infectar?células?no?tumorales?humanas,?ya?






El? sistema? de? regulación? transcripcional? mediante? tetraciclina? ha? sido?
ampliamente? utilizado? en? células? eucariotas,? tanto? en? investigación? básica? como?
aplicado?en? terapia? génica? (Das? y? col.,?2016).? Este? sistema? consiste?en?un?promotor?
mínimo? de? CMV? que? contiene? el? operador? (tetO),? al? que? se? unen? transactivadores?






dependiendo? del? tipo? celular? (Gould? y? Chernajovsky,? 2004).? Esta? actividad? basal?
permite? la? replicación? del? virus? PRV?BT90? en? células? Vero? (Muñoz? y? col.,? 2011).? La?
particularidad?observada?en?el?virus?PRV?BT90,?que?es?incapaz?de?replicar?en?las?células?
control?FP?y?HPDE,?puede?ser?interesante?a?la?hora?de?aumentar?la?selectividad?de?los?





tetraciclina? no? es? funcional? en? estas? células,? ya? que? su? crecimiento? fue? de? 0,6?
logaritmos,? mostrando? una? reducción? de? título? de? 6? logaritmos? respecto? al? virus?
control?XGF?N?(Figura?36).?En?células?Vero?el?crecimiento?fue?prácticamente?el?mismo?
para?ambos?virus?(Figura?36),?reduciéndose?la?diferencia?de?título?a?1?logaritmo,?lo?que?
confirma? la? capacidad? de? replicación? del? virus? PRV?BT80GF? y,? por? consiguiente,? la?
funcionalidad?del?promotor?Ptet.?
A? continuación,? se? decidió? estudiar? el? efecto? del? transactivador? tTA? sobre? la?
actividad?del?promotor? inducible?por? tetraciclina?que?controla? la?replicación?del?virus?
PRV?BT80GF.?Para?ello,?se?transfectaron?células?PK15?con?un?plásmido?que?expresa?el?




control? (Figura? 38B),? sugiriendo? que? el? transactivador? tTA? es? capaz? de? aumentar? la?













un? comportamiento? similar? al? virus? control? XGF?N? respecto? a? su? capacidad? para?
infectar? las? distintas? líneas? tumorales,? llamando? la? atención? la? alta? capacidad? de?
replicación?de? PRV?BT80GF? en? células? Panc1? en? relación? a? las? células?Huh7? y?H441,?
siendo?esta?diferencia?de?dos?o?más? logaritmos? (Figura?39B).?Así?mismo,? se?observa?






actividad? basal? del? promotor? (Rang? y?Will,? 2000)? y? secuencias? de? unión? para? los?
factores? de? transcripción? GATA? que? disminuyen? la? actividad? basal? (Gould? y?
Chernajovsky,? 2004),? mientras? que? el? promotor? mínimo? de? CMV? también? posee?
secuencias? de? unión? de? factores? de? transcripción? como? AP2? o? CREB? (Gould? y?
Chernajovsky,?2004).?Se?ha?visto?que?los?tumores?de?pacientes?con?cáncer?de?páncreas,?
además?de?otros? tipos? de? tumores,? tienen?un?nivel?basal?de? activación?de? la? vía?de?
interferón? tipo? I? (Monsurrò? y? col.,? 2010),? incluso? se? ha? descrito? que? las? células?
primarias?de?cáncer?de?páncreas?secretan? interferón?tipo? I?(Sainz?y?col.,?2014),? lo?que?




inducible? por? tetraciclina? por? factores? celulares? endógenos? es? dependiente? del? tipo?
celular? analizado? (Rang? y?Will,? 2000;?Gould? y?Chernajovsky,? 2004),? lo? que? genera? la?









tratamiento?de? glioblastoma? (Wollman? y? col.,? 2005).? El?objetivo?de? este? trabajo? era?
medir? la? actividad? oncolítica? de? los? virus? en? base? a? su? capacidad? para? infectar? de?
manera? selectiva?células? tumorales?y?de? su? replicación?y?propagación?a? través?de?un?
tumor?sólido,?para? lo?que?marcaron? los?virus?con?GFP.?En? los?resultados?concluyeron?
que:?(i)?PRV?es?capaz?de? infectar?y?matar?células?de?glioblastoma?cuando?se? infecta?a?
MOI?50,?mientras?que?a?MOI?1?es?ineficaz?debido?al?rápido?crecimiento?de?las?células,?y?
(ii)?PRV?no? infecta?de?manera? selectiva? las?células?de?glioblastoma,?ya?que?mostraba?
una?alta?afinidad?por?fibroblastos?humanos?no?tumorales.?Esta?afinidad?por?las?células?
humanas?no? tumorales? la?hemos?observado?al? infectar? las?células?FP?y?HPDE?con? los?
virus?parentales?vBecker2?y?PRV?NIA3,?pero?también?hemos?demostrado?que?se?puede?
disminuir? al? construir? virus? recombinantes? cuya? transcripción? está? regulada? por?
promotores?tumorales.?Se?ha?desarrollado?un?virus?PRV?que?expresa?su?propia?gD?y?la?
TK? de? HSV?1? bajo? el? control? del? promotor? HER?2/neu,? un? proto?oncogen? que? se?









VEC?procede?de?un? virus?HSV?1?modificado?para? infectar? las? células?de?melanoma? y?
estimular? el? sistema? inmune? al? expresar? el? factor? estimulante? de? colonias? de?
granulocitos? y? macrófagos? (GM?CSF)? (Rehman? y? col.,? 2016).? Gracias? a? que? T?VEC?
presenta? un? perfil? de? seguridad? tolerable,? es? altamente? efectivo? en? las? lesiones?
tratadas?y?promueve?la?inmunidad?antitumoral,?se?están?realizando?ensayos?clínicos?en?







A?pesar?de?que? el? estudio?para? el?empleo?de?PRV? como? vector?oncolítico? se?
encuentra?en? fases?muy? tempranas,? los? resultados?obtenidos?hasta?el?momento? son?
prometedores?y?muestran?el?gran?potencial?de?PRV?para?este? fin.?A? los?que?hay?que?
sumar?los?obtenidos?en?esta?tesis,?donde?se?han?construido?unos?virus?recombinantes?
en? los?que? la?expresión?de?su?única?proteína? inmediatamente?temprana?se?encuentra?
regulada? bajo? el? control? de? promotores? tumorales? o? por? el? promotor? inducible? por?
tetraciclina,?con? lo?que?se?ha?conseguido?una?menor?tasa?de?replicación?en?células?no?
tumorales?respecto?a?las?células?tumorales,?disminuyendo?así?su?toxicidad.?Además,?se?
ha? demostrado? y? confirmado? la? acción? pro?apoptótica? de? la? proteína? IE180,? una?
característica? que? puede? representar? una? ventaja? a? la? hora? de? desarrollar? vectores?

































1. Se?han? realizado? análisis?del?efecto?de? las?proteínas? IE180?de?PRV?e? ICP4?de?
HSV?1? sobre? la? actividad? de? los? promotores? tumorales? humanos? de? la?
subunidad? catalítica? telomerasa? transcriptasa? inversa? (hTERT)? y? del? antígeno?
carcinoembrionario?(CEA)?deduciéndose?que:?
?












la? IE180? en? los? virus? recombinantes? PRV?TER? y? PRV?CEA.? Sin? embargo,? en? el?
PRV?CEA? se? produce? una? sobreexpresión? de? la? IE180? en? relación? con? la?
expresión?del?PRV?TER?y?el?virus?parental?vBecker2.?
????
4. La? sobreexpresión? de? la? IE180? en? células? U2OS? infectadas? con? PRV?CEA? ? se?














7. El?virus? recombinante?PRV?BT80GF?mostró?una? replicación? residual?en?células?
no? tumorales? y? una? alta? replicación? en? células? Panc1,? siendo?mayor? que? en?
células?Huh7?y?H441.?
?































protein? stimulates? in? vitro? transcription? by? facilitating? TFIID:? promoter? interactions.?
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